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RESUMEN 
La fiebre &osa constituye un serio problema sanitaria que afecta a las especies 
biunguladas que genera severas consecuenci8~ economicas a nivel mundial. Las vacunas 
formuladas con virus inactivado como antigeno-(Ag) inducen respuestas de anticuerpos 
seroneutralizantes (AcN) de corta duracibn y es necesaria la revacunacion periodica 
La infieccibn experimental en raton adulto genera una continua e intensa respuesta de 
AcN tal como sucede en el hudsped natural. Esta prolongada sintesis de Acs anti-VFA 
haw del modelo murino un excelente sistema para el estudio de 10s mecanismos 
involucrados en una prolongada respuesta humoral. 
Aunque este fenomeno es conocido desde hace tiempo, las bases inmunologicas 
responsables de la prolongada inmunidad inducida luego de la infeccibn se encuentran 
A n  sin dilucidar. 
Con la intencibn de comprender la causa de la respuesta inmune humoral al VFA, la 
primera parte de este trabajo de tesis estuvo dirigida a aclarar si el mantenirniento de 10s 
niveles de Acs puede ser explicado por un fenbmeno de infeccibn persistente del 
individuo, o mediante una persistencia antigbnica mediada por celulas presentadoras de 
antigen0 (CPA). La segunda parte del trabajo de tesis f ie  dirigida a estudiar 10s 
mecanismos de acci6n de dos efectivos inmunomoduladores (Avridine -AVR- y la pared 
de Mycobacterium -PCM) en la induccion de una prolongada respuesta humoral. 
Es importante enfatizar que 10s ensayos de transferencia utiliiados en este trabajo 
permitieron acotar el sistema a 10s esplenocitos transferidos, debido a que estas cdlulas 
resultaron suficientes para inducir una prolongada respuesta humoral en 10s animales 
receptores normales (Tabla 1). 
La hipbtesis de la existencia de una infeccibn persistente f ie  descartada mediante la 
utilizaci6n de varios mdtodos, en especial la falta de deteccibn del genoma utilizando un 
ensayo de PCR cuya sensibilidad es de 10-3 DIRL SO%.(Tabla 3 A y B). Ademas, el 
hecho de que haya sido posible obtener resultados sirnilares a traves de la inmunizacibn 
de 10s animales dadores con antigenos inertes corroboro que la replicacion viral 
definitivamente no es una condicion indispensable para que se induzca una prolongada 
respuesta humoral (figura 6B). 
La transferencia de esplenocitos irradiados provenientes de animales infectados a 
a n i d e s  receptores presensibilizados y negativizados (inmunizados con bajas dosis de 
virus inactivado) permiti6 la deteccion fincional de CPA especificas para el virus aftoso. 
La inhibicibn de la presentation antighica (PA) in vitro, 10s ensayos de inhibicih de 
la PA in vivo y el establecimiento de una correlacion entre la capacidad de presentar el 
Ag y el titulo de Acs del animal dador corroboraron que, en el modelo utilizado, la 
presencia de CPA es el mecanismo que media la prolongada respuesta humoral anti-VFA 
que se observa en animales que heron infectados. Dos datos experimentales merecen ser 
destacados: (i) Las cdlulas B son suficientes para la produccibn del fedmeno (figura 
16B). (ii) Las CPA heron capaces de pennanecer en el animal dador por lo menos 365 
dias despuds de la infeccibn (figura 15 B) 
Conociendo que la presencia de CPA es el mecanismo que media la prolongada 
respuesta humoral anti-VFA en 10s animates infectados, se analiz6: la capacidad de 
inducir CPA en 10s animales inmunizados con diferentes formulaciones vacunales. 
Los ensayos realizados demostraron que tanto las CPA que provenian de animales 
infectados asi como las obtenidas de ratones que heron inmunizados con las diferentes 
formulaciones heron capaces de inducir Acs detectables por ELISA. Sin embargo, 
solamente 10s esplenocitos de animales infectados o inmunizados con la vacuna 
inmunomodulada con AVR indujeron Acs de tipo neutraliite en 10s ratones receptores 
presensibiliiados (figura 20 B). 
La utilizacibn del ensayo de doble transferencia (figura 22) demostr6 que la presencia 
de Ag circulante en el animal dador no es necesaria para el mantenimiento de las CPA 
(figura 24). Estos resultados son coincidentes con la continua presencia de CPA en 10s 
animales infectados (hasta 10s 365 &as post-infeccibn) en 10s cuales no es posible 
encontrar antigeno viral ni particulas infecciosas. 
Se utilizb un sistema de PA donde el antigeno a ser considerado es mucho mh simple 
en terminos de cantidad de determinantes antigdnicos para intentar explicar la diferencia 
observada entre las respuestas inducidas por las distintas vacunas utilizadas. 
Los esplenocitos extrddos de 10s animales inmunizados con dosis crecientes 
correspondiente a la secuencia 13 5- 1 60 de VP 1 del VFA 0 1 C (P 1) indujeron respuestas 
correlativamente incrementadas de Acs detectables primero, por ELISA y, 
posteriormente, por SN. Estos resultados apuntalan la hipbtesis que sostiene que las 
diferencias entre la induccibn de anticuerpos neutralizantes y aquellos detectados 
solamente por ELISA puede ser meramente debida a la masa antigdnica presentada. 
Posteriormente, se analizo el efecto de 10s dos inrnunomoduladores en un posible 
procesamiento diferencial de las distintas porciones del P1 Los resultados demostraron 
que, en efecto, estas diferencias existen, ya que 10s patrones de reactividad demostrados 
vpor 10s sueros de 10s animales infectados e inmunizados con AVR resultaron sirnilares y 
cualitativarnente diferentes a aquellos presentados por 10s sueros de 10s animales 
inmunizados con PCM o el vehfculo oleoso per se (figura 25). Esto sustentaria que 
adicionalmente a un fenbeno .de tipo cuantitativo, tambidn existe un factor cualitativo 
como explicacibn a las diferencias encontradas en la respuesta humoral inducida en 10s 
animales receptores de cdlulas provenientes de dadores inmunizados con diferentes 
inmunomodu1adores.La estrecha correhci6n entre la presencia y actividad de las CPA 
especificas para VFA, y 10s titulos de Acs observados en 10s animales que k o n  
estimulados antigenicarnente de la forma mas diversa con (infectados experimentalmente 
o inmunizados con virus inactivo bajo muy diferentes condiciones), poderosamente 
sugiere que el mecanismo involucrado en el mantenimiento de la respuesta inmune es la 
presencia de CPA reestimulando en fonna permanente la production de Acs anti-VFA. 
Estos resultados son de importancia para el disefio y desarrollo de nuevas vacunas en las 
cuales se deberia principalrnente f o c a l h  la atencion en metodologias que estimulen la 
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INTRODUCCION 
LA FIEBRE AFTOSA. 
La fiebre aftosa (FA) ha sido reconocida por alrededor de cuatro siglos. Fracastorius 
en 15 14 fbe el primero en reportar un brote de la enf'ermedad en bovinos (Fracastorius, 
1546). La descripcibn que hace de 10s animales afectados (anorexia, vesiculas en lengua 
que luego tambien aparecen en las pezufias y la recuperacibn de 10s animales enfermos) 
tiene una asombrosa similitud con aquellos observados en la actualidad (Bachrach, 
1968). Sin embargo, no fbe hasta 1897 cuando se demostrb que la enfermedad era 
causada por un agente filtrable mucho msls pequeiio que otros microorganismos 
transmisores de edermedades (Loeffer and Fosh, 1897). En realidad, el virus de la fiebre 
&osa (VFA) fie el primer virus animal reconocido como tal. Loeffer y Fosh en sus 
experimentos con bovinos notaron la r&pida replicacibn viral en el animal enfermo y 
aplicando el mktodo de dilucibn limite, titularon el virus presente en tejido infectado. 
Tambien realizaron ensayos de neutralizaci6n con suero de animales convalecientes. 
Wadman y Pape heron 10s primeros en reproducir la enfermedad en cobayos 
inoculados en la alrnohadilla plantar (Wadman and Pape, 1921). 
En Europa la investigacibn fbe focalizada a la solucibn de problemas en el campo ya 
que la enfermedad se diseminaba rhpidamente. Brotes particularmente severos en el 
Reino Unido llevaron a la apertura de institutos nacionales de investigacibn en toda 
Europa: Insel Reims en Alemania (1 909), Pirbright en el Renio Unido (1 924) y Lindholm 
en Dinamarca (1925), asi como la dedicacibn de institutos veterinaries ya existentes 
como en Alfort, Francia y en Brescia, Italia (Brooksby, 1982). En cuanto a la situacibn 
en el resto del mundo, el primer registro de la edermedad en Amkrica del Sur data de 
1871, apareciendo en Argentina primero y luego en Brasil, Chile y Uruguay tras la 
importaci6n de bovinos desde Europa durante el amplio brote surgido alli en 1870. En 
1910 se describib la presencia de aftosa por primera vez en P d ,  Bolivia y Paraguay, 
mientras que en Colombia y Venezuela se describio en 1950. La ocurrencia en Afiica y 
* ~ s i a  esth menos documentada, per0 es probable que surgiera del transporte de anirnales 
infkctados desde Europa, aunque 10s serotipos son diferentes a 10s "cltisicos" europeos 
(Brown, 1986). 
A pesar de ser una enfermedad-conocida por mhs de cuatro siglos, cuyo agente causal 
fbe descubierto hace casi cien aflos, y aim cuando 10s medios para el crecimiento del 
virus en cantidades suficientes para la produccibn de vacunas a gran escala esth 
disponibles desde 1950, la dermedad aiin esth presente en muchos paises del mundo; lo 
que continca siendo una grave a m e m  para aquellas regiones libres de la enfiedad. 
1.1.2. Definicidn 
La FA es una edermedad aguda, febd y altamente contagiosa que afecta 
principalmente a animales de pezuRa hundida (Bachrach, 1968; Pereira, 198 1; Sangar, 
1979). Durante el transcurso de la misma se forman vesiculas y erosiones caracteristicas 
* 
en el revestirniento epitelial de las mucosas del aparato digestivo alto, en el surco y 
rodete de las uHas y en otros lugares desprovistos de pel0 . 
L1.3 Importancia econdmica 
La FA es una de las enfermedades del ganado domdstico que mayores daiIos 
econ6micos causa en el mundo. La mortalidad debida al VFA, con excepci6n de 
animales jbvenes, es usualmente insignificante (Pereira, 1981). Sin embargo el alto grado 
de morbilidad y debilitacion, la p6rdida de productividad y las lesiones asociadas a 
infecciones secundarias hacen de la FA un problema importante para 10s productores 
ganaderos e industrias relacionadas (Morgan et al., 1980); adembs, las restricciones que 
esta edermedad acarrea en 10s mercados de exportaci6n de anirnales y de sus productos 
origina grandes pkrdidas econbmicas (Callis et. al., 1968), siendo tarnbien importante el 
costo de la implementaci6n de medidas de control y erraclicaci6n. 
Las lesiones caracteristicas de la FA en la boca y lengua (vesiculas) son las causales 
de la reducci6n en la alimentaci611, mientras que las lesiones en 10s espacios interdigitales 
y en el rodete coronario de las patas provocan la casi total inmovilidad de 10s animales 
(Cottral et al., 1975). Como consecuencia de estos procesos, el rendimiento econ6mico 
de 10s animales enfermos puede disminuir hasta en un 25% (SENASA, 1992). 
L1.4. Sintomas clinicos producidos por el VFA, su transmisi6n 
La FA tiene la reputaci6n de ser una de las enfermedades msls temidas del ganado 
domMco, principalmente por su amplia distribuci6n geograca y por ser altamente 
contagiosa. 
El VFA es el agente causal de la FA, edermedad que afecta particularmente al 
ganado porcino, bovino, ovino y caprino (Bachrach, 1968; Sangar, 1979; Pereira, 1981). 
Se considera que el ganado bovino acth como el principal diseminador de la 
edermedad, que el ganado ovino cumple un rol importante en su mantenimiento (Sellers 
and Parker, 1969) mientras que el pordno se desempeh como hospedador amplificador 
(Sellers, 197 1). 
El virus se transmite entre 10s anides por diversos mecanismos, por ejemplo por 
contact0 directo, especialmente durante la fase febril temprana cuando el virus se 
encuentra en la mayoria de 10s brganos, secreciones y excreciones (Burrows, 1968, 
Cottral et al., 1968). Asimismo, 10s pearos y el viento han sido implicados en el 
transporte del virus por largas d i s tdas  en Europa (Shahan, 1962) y tarnbien se ha 
informado sobre la capacidad potencid de contagio de la enfermedad por virus presente 
en el aire (Sellers, 1971). 
El virus penetra por via respiratoria o a travds de 10s epitelios de boca y nariz, luego 
de un corto period0 de incubacion (1 a 4 dim) se desarrollan aftas primarias en la zona 
de entrada. Posteriormente, el virus invade el torrente sanguineo dando lugar a una 
viremia y fiebre acornpailadas de aftas secundarias, acentuadas en pedas ,  lengua y 
paladar. En animales jovenes el miocardio puede verse afectado y en algunos casos 
provoca su muerte (Bachrach, 1968). Los Acs N e u t r h t e s  (AcN) circulantes aparecen 
luego de la infecci6n mientras que el virus desaparece del torrente sanguineo, per0 no 
necesariamente de 10s tejidos. 
1.1.5. Infecci6n persistente 
Una caracteristica del VFA es que puede dar lugar a infecciones inaparentes. Este 
estado se reconoce por el aislarniento del virus en cultivos celulares a partir de muestras 
del fluido esbfago-faringeo por largos periodos (Burrows, 1966), asi como por la 
prevalencia de anticuerpos (Acs) contra antigenos (Ags) asociados a infeccion (McVicar 
and Sutmoller, 1970). De mod0 que, trmurrida la fase aguda de infeccion, 10s animales 
pueden convertirse tambibn en portadores o "carriers" del VFA, aislhdose virus de las 
secreciones esofago-faring- por largos periodos de tiempo (Auge de Mello et at., 
1970; Gebauer et al., 1988; Rossi et al., 1988). 
La duracion del estado portador varia segh 10s autores-y pareceria depender del tip0 
viral utilizado en la infeccibn (Van B e b  et. al., 1959; Sutmoller et. al., 1965; Salt et. 
al., 1993); ademk se ha sugerido que bajos niveles de Acs especificos podrian colaborar 
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con la aparicion de portadores. Estos niveles de Acs circulantes que previenen la 
enfermedad, aparentemente no previenen el establecimiento del virus en el hrea faringea 
(Sutmoller and Mc Vicar, 1976). 
Burrows y colaboradks ddefmharon que la persistencia es de 15 meses en bovinos 
y de 4 meses en ovinos (Burrows et.al., 1968). Sadir y colaboradores (Sadir et. al., 1988) 
detectaron virus infeccioso en liquid0 esofago-faringeo de bovinos hasta 10s 3 meses 
post-infection, luego del tratamiento del material extraido con triclorotrifluoroetano para 
disociar complejos inmunes. Sin embargo, en estos animales, ut i l i ido una sonda 
molecular se detect6 ARN viral hasta 10s 560 dias post-inkcion (d.p.i.) (Rossi et al., 
1988). 
Recientemente, la Reaccibn en Cadma de la Polimerasa (PCR) ha sido reportada para 
la deteccion de genoma del VFA en tejidos y liquid0 es6fago-faringeo (Brown et. al., 
1992; House and Mayer, 1993; Prato Murphy et. al., 1995) lo que ha aumentado 
sensiblemente el poder de detecci6n de 10s animales "carriers". 
Aunque el rol epidemiol6gico de 10s animales "carrierst' no ha sido totalmente 
aclarado, se ha postulado que ellos pueden estar involucrados en 10s cambios antigenicos 
del virus llevando a la aparici6n de nuevas variantes virales en el campo. En anirnales 
infectados persistentemente con VFA C3, por ejemplo, se detectaron variaciones en la 
secuencia nucleotidica del ARN viral que se correlacionaron con cambios de 
antigenicidad detectables por AcM (Gebauer et al., 1988). Estos cambios adjudicados a 
la presion selectiva del sistema inmune del hospedador portador y la alta tasa de 
mutacitin del VFA (Pringle, 1964), podrian ser 10s causantes de la aparici6n de nuevos 
subtipos antigenicos en la naturaleza (Fagg and Hyslop, 1966). 
1.1.6. Distribucibn geograifica del VFA y medidas de control 
La FA representa una enfermedad de amplia distribution geograca, siendo enzootica 
en todos 10s continentes con excepcion de Australia, Nueva Zelanda, Japon, Islas 
Brithicas y el hemisferio oede desde P a n d  hacia el norte (Morgan et al. 1984). En el 
continente arnericano 10s Estados Unidos, paises de Centroamdrica e Islas del Caribe asi 
como Chile, Patagonia Argentina (al sur del paralelo 42), region norte del Chocd en 
Colombia, Guayana Francesa, Guyana y Surinam en America del Sur se encuentran libres 
de la enfermedad. Cabe mencionar la situacibn epidemiologica del Uruguay en el que 
desde Julio de 1990, no se ha registrado aparicibn de la enfermedad por lo que ha sido 
declarado pais libre de FA con vacunacibn (informe OIE, 1993). La mayor incidencia de 
FA en Amkrica del Sur en el afio 1992 ocurrio en Colombia, Brasil y Argentina 
(PANFTOSA, 1993). 
En 10s paises de la Comunidad Emnomica Europea se suspendi6 la vacunacion anti- 
VFA en junio de 1991, luego del &to alcanzado en el control de la enfermedad a travk 
de regulares y continuas vacunaciones. Cabe seiialar que en 1993, sin embargo, se 
registr6 un brote en Italia,(informe OIE, 1993) y a fines de 1994 otro en Grecia (Anuario 
" .  
de Sanidad Animal 1994). 
A traves de 10s Gas, 10s brotes de FA en estas heas libres de la enfermedad han sido 
erradicados por medio del rifle sanitaria con la consecuente rnatanza de 10s animales 
infectados y aquellos susceptibles a ser idectados (Cottral, 1975). Aun cuando estos 
procedimientos son muy costosos, 10s perjuicios que acarrea la FA endemica justifican 
tal inversion (McCauley et al., 1977). 
En la rnayoria de 10s paises en 10s males la enfmedad es enzootica o que es tb  
expuestos repetidarnente a contaminaciones provenientes del exterior, se procura 
controlar 10s brotes con medidas de cuarentena y de vacunacibn. Las hreas afectadas son 
puestas en cuarentena y se procede inmediatamente a la vacunaci6n de todos 10s 
animales susceptibles en una ancha zona de proteccion (Bruner and Gillespie, 1966). Un 
metodo que combina el sacrificio de 10s animales infectados con la vacunacion zonal 
alrededor del foco infeccioso h e  utilizado para suprimir el extenso brote que ocum6 en 
Mexico de 1946 a 1953 (Bachrach, 1968). 
En America del Sur actualrnente se realizan campailas de vacunacion que cubren entre 
el 80 y el 90 % de 10s rurniantes existentes en la mayoria de las iireas bajo programa. 
En paises como Argentina, donde la d m e d a d  es endemics, el control se realiza 
mediante la inmunizacion preventiva de todo el ganado y el seguimiento epidemiologico 
de cualquier foco de la enfermedad. Generalmente, existen "nidos" de infeccibn en beas 
de cria extensiva con alto porcentaje de animales portadores. A esto se suma el 
nacimiento de terneros que incorporan d medio nuevos animales susceptibles y la 
existencia de una huna silvestre que increments la dotacibn de reservorios. Cuando se 
produce una ruptura de inrnunidad en estas zonas, 10s animales son mantenidos en 
cuarentena y se vacuna sistembticamente a todos 10s animales susceptibles que circundan 
el iirea (Centro Panamericano, Banco de datos, 1972-81). 
Desde 1993 se puso en marcha en la Argentina el "Plan Nacional de Control y 
Erradicacion de la FA", con distintas estrategias segbn las caracteristicas regionales. 
Actualmente, son consideradas "libres de dermedad" las provincias que se encuentran 
ubicadas al sur del paralelo 42 (Chubut, Rio Negro y Tierra del Fuego), registrhdose el 
hltirno brote en Tierra del Fuego en el aHo 1966 (SENASA, boletin informative Julio 
1 994). 
Es importante destacar que, como resultado de este plan, en abril de 1996 Argentina 
cumplio su segundo afio sin que se hayan registrado brotes de la enfermedad. 
Esta situacion ha permitido en 1995 el aumento de las exportaciones de came desde la 
Argentina a 10s Estados Unidos, Comunidad Economics Europea y Brasil, asi como la 
* 
apertura de mercados en el sudeste asihtico (Malasia) y America del Sur (Chile). 
1.2. VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA 
1.2.1. Caracteristicas generales de 10s Picornavirus 
Picornaviridae es una familia diversa, de virus pequefios, con genoma ARN (+) 
infeccioso de cadena simple, polikdrico y sin envoltura. 
Sobre la base de sus propiedades fisicoquimicas, como la estabilidad en condiciones 
acidas y la densidad de flotation, la, Pmaviridae ha sido dividida en cinco 
generos principales I 
a) enterovirus: poliomielitis, hepatitis A, cocksakie, echovirus en humanos 
enterovirus en animales y poliovirus en raton. 
b) rinovirus: ~ o v i r u s  humanos y bovinos. 
c) cardiovirus: mengovirus y el virus de la encefalomiocarditis. 
d) aphtovirus: virus de la fiebre aftosa. 
e) hepatovirus: virus de la hepatitis A. 
Estos grupos se diferencian tanto por sus propiedades fisicoquimicas y serologicas, 
como tambikn por las caracteristicas propias de la infection que producen en 10s 
hospedadores susceptibles. 
Cada genero es a su vez subdividido en tipos y subtipos mediante la caracterizacion 
de sus Ags de superficie (Cooper et. al., 1978; Sangar, 1979). 
Como propiedades generates de 10s Picornavirus se destacan: 
1.- Capside viral compuesta por 60 copias de cada una de las proteinas virales 
estructurales. Estas proteinas poseen una estructura tridimensional que se encuentra muy 
conservada en todos 10s miembros de la familia (Acharya et. al., 1989). 
2.- Genoma consistente de una linica molkula de ARN (+) infeccioso tanto in vivo 
como in vitro (Alexander et. al., 1958). 
3.- Traduccion del ARN viral en una poliproteina cuyo procesarniento, producido en 
varias etapas, da lugar a las proteinas estructurales y no estructurales del virus (Grubman 
et. al., 1984; Kitamura et. al., 198 1). 
4.- Replication del ARN incluyendo sintesis de una cadena de ARN (-), 
complementaria al ARN viral, a travks de un intermediario replicativo que puede ser 
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aislado de cklulas infectadas. El complejo de replication esta asociado a la membrana 
celular e incluye a la polirnerasa viral y al ARN que es utilizado como templado 
(Grubman et. al., 1984; Semler et. al. 1981). 
Algunas de las propiedades ~ d c u l a n s  que poseen estos Picornavirus se describen en 
tabla 1. 
TABLA 1 Propiedades emergentes de 10s Picomavirus 
Enterovitus Cardiovirus Rinovirus Aftovilus 
Miembros Polio (3) Encefalomiocar- Humanos (1 13) Virus de la Fiebre 
(no de Coxsackie A (23) ditis Bovinos (1 2) Aftosa (7) 
serotipos) Coxsackie B (6) Mengo, Thelier 
ECHO (31) Maus ElberfeM 




Rango de Estrecho Amplio Estrecho Amplio 
Hubspedes 
Dihmetro (nm) 22 - 28 24 - 30 24 - 30 23 - 25 
Estabilidad al estable a Iabiles a pH= 5 - Ihbiles a pH c5 Iabiles pH c6.5 
PH pH= 3 - 10 7 en presencia 
de 0.1M CI o Br 
Densidad en 1.34 1.34 1.39 - 1.42 1.43 -1.45 
ClCs (glml) 
Coeficiente de 156 S 156 S 149 S 142 - 145 S 
sedimentacidn 
* 
% ARN 29 31 30 31.5 
*En gradiente de sacarosa (fberza ibnica 0.04 - 0.15) pH 7,3-7,6 
La informacibn h e  tomada de Brooksby, 1982. 
L2.2. Caracteristicas generales del VFA 
El VFA, es el Gnico rniembro del gdnero aphtovirus dentro de la familia 
Picornaviridae. Existen 7 tipos serol6gicos determinados por la tknica de fijacion de 
complemento: A, 0, C, SATI, SAT2, SAT3 y Asia1 y cerca de 67 subtipos incluidos en 
estos 7 tipos (Bachrach, 1977). A su vez, cada subtipo agrupa a muchas cepas. 
El VFA posee una capside desnuda . . de 30 nm de dihetro. Tiene un peso molecular 
de sproximadamente 7 x 106 daltons y contiene un genoma de cerca de 8500 nuclebtidos 
(Bachrach, 1977). Su composicibn quimica es de un 30% ARN y un 69% proteinas 
7 +! 
La dpside viral posee f o m  icosa6dx-i~~ y esta compuesta por 60 copias de cada una 
de 4 proteinas designadas VPl, VP2, VP3 y VP4 (Cooper et. al., 1978) producidas por 
clivaje post-traduccional de un precursor comiin (Sanger et al., 1979). Estas rnismas 
cuatro proteinas estructurales tambien se denominan: 1 4  lB, 1C y ID, respectivamente 
(Rueckert and Wirnmer, 1984). Ademirs, contiene 2 proteinas minoritarias (1-2 copias 
por viribn): VPO (precursora de VP2 y VP4) y 3D (polimerasa viral). 
Figura 1. Representacibn de la estructura, a nivel atbmico, de la ctipside del VFA 
01K. En azul se muestran 10s residuos de VP1, en verde 10s de VP2 y en rojo 10s de 
VP3. Las esferas punteadas de color azul y situadas en la superficie del viri6n 
corresponden a 10s aminohcidos 133-158 de VPl (Acharya et al., 1989). 
Recientemente, la estructura tridimensional de la capside del VFA de 10s serotipos 0 
y C fie determinada por la tdcnica de difiaccibn de rayos X del virus cristalizado (Fox et. 
al., 1987; Achayra et. al., 1989; Lea et. a]., 1994). Estos estudios predicen que aunque 
difieren en secuencias, VP1, VP2 y VP3 adoptan una misma configuration espacial 
denominada " b a d  P". Esta estructm consiste en ocho cadenas de estmctura P, 
plegadas una sobre otras a manera de un sandwich. Cada hoja esta formada por cuatro 
cadenas una sobre la otra conectada por bucles que sobreden de la superficie, siendo las 
cadenas $ las que forman las paredes del b a d  (BIDG la anterior y CHEF la posterior). 
Los bucles entre las cadenas son identificados por las letras que denominan las cadenas 
que conectan; asi el bucle G-H conecta Ias cadenas P G y H (figura 2). 
Figura 2. Representacibn esquemsltica de la estructura "barril P" que adoptan VP1, 
VP2 y VP3 (Hogle et al., 1985). Las hojas plegadas j3 esth representadas por flechas e 
identificadas por letras (B a I). Las estructuras en forma de helice a se representan como 
cilindros.' 
La subunidad biolbgica o protbmero corresponde a una molkula de VPl asociada a 
una de VP2 y a otra de VP3 perteneciente al h a  triangular adyacente, adquiriendo en 
conjunto una forma similar a un "barrilete". Los protbmeros, a su vez, se agrupan en 
pentheros que son la principal de las estntcturas en que se disocia la particula viral 
completa al ser expuesta a pH menores a 5 (Fry et al., 1990). Doce de estos pentheros 
son 10s que se asocian para conformar la estructura icosafica que presenta el virion. 
El VFA presenta una superficie externa telativamente lisa ya que, a diferencia de otros 
picomavirus, parece no poseer "caiiones" ni "agujeros" (Luo et. al., 198 1). 
Las proteinas VPl, VP2 y VP3 tienen una masa molecular de aproximadarnente 
24000 daltons, mientras que la de VP4 es de 7000 daltons (Boothroyd et. al., 1989). 
El virion intacto tiene un coeficiente de sedimentaci6n de 146 Svedvergs (particula 
146 S). La particula 146 S es facilmente disociable por tratamiento a pH < 5.5 en 
subunidades virales 12 S @ueckert, 1985), que corresponden a pentheros de VP1, 
VP2 y VP3, y un precipitado insoluble que contiene a VP4 (Burroughs et. al., 1971). 
Existe ademas otro tipo de particula viral, con un coeficiente de sediientacion de 75 
S, que corresponde a la capside vacia. Este es un product0 naturalmente defectivo que 
contiene VPl, VP3 y VPO per0 no contiene ARN (Van der Wonde et. al., 1972). 
La proteina VP1 posee 10s determinantes antigdnicos principales del VFA y esth 
involucrada en el reconocirniento del receptor en la dlula blanco (Fox et. al., 1989). 
Esto fue demostrado cuando, por el clivaje de VPl (mediante el tratamiento del virus 
con tripsina), se perdio la capacidad infectiva, la inrnunogenicidad (Wild et. al., 1969) y 
la habilidad del virus de intemctuar con su receptor celular en la celula intacta (Baxt and 
Bachrach, 1982) . 
La hipotesis del "cailon ", que ha sido descripta para 10s rinovirus HRV 14 (Rossman 
et. al., 1987), poliovirus (Hogle et. al., 1985) y mengovirus (Luo et. al., 1987), propone 
que el sitio de union a la dlula se encuentra en una depresion, oculthdolo del sistema 
inmune; el VFA, en cambio, no se ajusta a1 modelo propuesto sino que en este virus, la 
porcion mas inmunogenica de la capside fonna una protrusion desordenada (loop) en la 
superficie del virion (Fox et. al., 1989). 
L2.2.2. - Genoma 
Como otros picornavirus, el VFA posee una cadena simple de ARN positivo de 
aproximadamente 8500 nucle6tidos con urn pequeiia proteina, VPg, covalentemente 
unida a su extremo 5', un segment0 interno de poli (C) cerca del extremo 5' y una 
secuencia poli (A) en su extremo 3' (Bachrach, 1977; Sangar, 1979). La masa molecular 
de ARN es aproximadamente de 2,8 x lo6 daltons y la infedividad del ARN Libre es 106 
veces menor que la del virus intacto (Denoya et. al., 1978). 
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Poli (A) 
La longitud del poli (A) varia entre 40 y 100 nuclebtidos (Chatejee et. al., 1976; 
Porter et. al., 1978). El papel de esta r&6n no esth claro, per0 se ha demostrado en el 
virus de la encefalomiocarditis y en poliovirus que 10s genomas con poli (A) 
naturalmente mbs corto (Goldstein et. al., 1976) o artificialmente acortados (Spector and 
Baltimore, 1974) tienen una infectividad especifica menor que aquellos con secuencias de 
poli (A) mbs largas, lo que indicaria que esta region es importante para la infectividad. 
A diferencia de la mayor parte de 10s ARN mensajeros celulares y virales, el ARN de 
10s picomavirus no posee un grup CAP (m7G(5')pppG(5')-~p) en su extremo 5' 
(Femhdez-Mufioz and Darnell, 1976). Sin embargo, en varios picomavirus (incluyendo 
al VFA) se encontrb una proteina de bajo peso molecular, denominada VPg, unida 
covalentemente a este extremo (Lee et. al., 1977; Golini et al., 1978). Vaeas 
observaciones sugieren que la VPg (o su precursor) estii involucrada en la replicacibn del 
ARN, aunque su papel precis0 no esth claro. 
Poli (C) 
Otra de las caracteristicas del VA compartida con 10s cardiovirus, es la presencia de 
residuos de poli (C) cercanos al extremo 5' (Harris and Brown, 1976). La longitud del 
poli (C) es variable (entre 100 y 200 residuos) dependiendo de la cepa viral. Asimismo, 
existe variation de tam60 entre virus obtenidos de diferentes aislamientos o de distintos 
hospedadores (Costa Giomi et. al., 1984). 
La funcibn precisa del poli (C) es desconocida. Se ha planteado que aquellos virus 
que presentan el tracto de poli (C) acortado son menos virulentos (Harris and Brown, 
1976, Escarmis et. al. 1992). Sin embargo, 10s intentos de relacionar-el tamaiio del poli 
(C) con virulencia no keron exitosos (Costa Giomi et. al. 1984 y 1988; Parisi et. al., 
1985). 
Regiones no codificantes 
El ARN contiene, ade& de la regibn cod'ioante, dos regiones extracistrbnicas. La 
"region 5' no codiiicante" (de aproxhadamente 1200 nuclebtidos) esth formada por la 
region S hacia el extremo 5' (de 400 nuclehtidos) y la regi6n L (de aproxirnadamente 800 
bases), entre estas dos zonas esth ubicado el fiagmento poli (C). En la region L se 
encuentran bases de importancia en la re~gulacibn de la iniciacibn de la traduccibn. La 
"region 3' no wdificante" posiblemente es relevante en la iniciacibn de la sintesis de ARN 
negative. 
L2.3. Ciclo replicativo del VFA 
El ciclo infective del VFA es un proceso rhpido que culrnina en aproximadamente 2 
horas y media. La infecci6n en cultivos celulares se inicia con la adsorcibn, continua con 
la replicaciirn y el ensamblado, que sucedtn en el citoplasma de la dlula hospedadora, y 
por ultimo culmina con la liberacibn del virus por lisis celular (Rueckert, 1985). 
La adsorcibn es un proceso reversible cuya etapa inicial esta gobernada por fberzas 
electrostaticas, siendo requerida la presencia de cationes bivalentes (ca2+, M ~ ~ + ) ,  sin 
10s cuales el fenbmeno no ocurre (Brown et. al., 1962). Esta etapa es de particular 
interes ya que representa un importante determinante de la susceptibilidad celular a la 
infection, cumpliendo un destacado rol en el tropism0 y la patogenia del virus (Crowell 
and Landau, 1979). 
El primer evento en la infecci6n de 10s piwrnavirus implica la union del virus a 
receptores especificos localiidos en la membrana plasmatica de la celula (Crowell and 
Landau, 1979). En cultivos de dlulas de riH6n de cerdo se encontraron entre 30 y 100 
receptores por dlula (Brown et. al., 1962). Por otra parte, estudios realizados en celulas 
de rGi6n de hamster bebt (BHK-21) demostraron la existencia de 1 a 2,5 x 104 
receptores virdes por celula para 10s virus tipo A12 y 01  (Baxt and Bachrach, 1980). 
Los mismos autores indicaron que 10s virus tip0 A, 0 y C pueden utilizar, al menos, 
algunos receptores wmunes. En base a resultados de inactivation por accion de la 
tripsina, la VP1 (como se mencion6 anteriormente) ha sido postulada como la proteina 
viral involucrada en la union al receptor (Cavanagh et. al., 1977; Baxt et. d., 1984). Para 
la adsorcion del virus a dulas BHK-21 es esencial la secuencia Arg Gly Asp en el 
"loop" G-H de la proteina VPl (Brown et. al. 1988; Mason et. al. 1994), aunque el virus 
puede penetrar tambien formando wmplejos antigeno-anticuerpo utilizando el receptor 
Fc en la supedcie de la dlula a infectar (Mason et. al, 1994). Recientemente, se ha 
observado que el receptor en dlulas UC-MK2 es una integrina que a h a  normaimente 
como receptor de la vitronectina, aunque no se puede desechar la posibilidad de que el 
virus use otros receptores celulares (Bede in  et. al., 1994). 
12.3.2 Penetraci6n y d esnudamiento 
1 
El proceso de entrada del VFA a mv6s de la membrana esta bien diferenciado del de 
enterovirus y rinovirus. En estos idtitnos, la entrada a travds de la membrana involucra la 
alteracibn de las particulas virales las cuales se micterizan por haber perdido VP4 y ser 
sensibles al tratamiento con SDS al 1 % @e Sena and Mandell, 1977). En el VFA y en 
cardiovirus, sin embargo, no se ha desaipto nin&n tipo de estructura intermediaria 
(Baxt et. al., 1984). 
La penetracion dentro de la dlula hospedadora parece ser dependiente de la 
disponibilidad de energia ya que no ocurre en cdlulas muertas aun cuando el virus 
pernanece absorbido a su superficie (Brown et. al., 1962). El mecanismo propuesto para 
el ingreso del genoma viral en el citoplasma celular es la endocitosis mediada por el 
receptor. Se ha demostrado que el pH hido de las vesiculas prelisosomales (endosomas) 
proporcionan el medio necesario para la mptura del virus en las subunidades virales 12 S, 
dejando el ARN genbmico lbre para iniciar su replicacion (Carrillo et. al., 1984 y 1985). 
L2.3.3 Mecanismo de replicaci6n del ARN gen6mico 
El genoma viral liberado al citoplasma se une a 10s ribosomas y d e d s  proteinas de la 
maquinaria biosintdtica de la dlula hospedadora. La traduccion del ARN comienza en su 
extremo 5' resultando en una poliproteina que es rhpidamente procesada (Arlinghaus and 
Polatnick, 1969). 
La replicacibn del ARN viral involucra la sintesis de una cadena complementaria de 
polaridad negativa (-) que es utilizada para ampliicar el numero de cadenas de ARN (+). 
El proceso de replicaci6n tiene lugar por medio de la formaci6n de un interrnediario 
replicativo compuesto por cadenas de ARN (+) y ARN (-) asociado al reticulo 
endoplasmhtico liso (Perez Bercoff, 1979). 
1.2.3.4. Sintesis de proteinas virales y formaci6n del viri6n maduro 
Tempranamente, luego de la infecci6n de las dlulas por el VFA, se produce la 
inhibition de la sintesis de ARN y proteinas celulares (Lucas Lenard, 1979). Esto 
coincide con la aparicidn de 10s primeros productos virales identificables. El product0 
primario de la traducci6n es una poliproteina que corresponde a la totalidad de la region 
codificante de aproximadmente 250 Kd (Forss et. al., 1984). Dicho precursor 
poliproteico no se detecta dado que 10s primeros clivajes tienen lugar durante la 
traduccion, originando 4 proteinas precursoras primarias que a travks de clivajes 
secundarios (mediados por proteasas viral=) generan las proteinas estructurales y no 
estructurales que se encuentran en &lulas infectadas. 
Existen dos sitios de iniciacibn de la traducci6n encuadrados en el mismo marco de 
lectura, 10s cuales resultan en dos proteinas "leader": L y L' que poseen la misma 
secuencia carboxiterrninal pero difieren en la zoha aininoterminal (sangar et. d., 1980). 
Los peptidos precursores se encuentran dispuestos de acuerdo al orden de traduccion 5'- 
3' y son: PO @A,'), P1 (I ABCD-2A), P2 (2BC), P3 (ABCD) 
0 1 2 3 4 5 6 7 8 
I I I I I I I I 1 Kb 
1 ;If V P 4 W W 3 W  VPg PRO POL E! 5 VPg -POL1 C POL1 A 3 '  
PROTEINAS PRECURSORAS , I I I I I 
pRoTEINAsMmu~ n10rlnrlu 0 0 0 0 r 1 ~ 1  
LIL'  1A 1B I C  I D  2A 28 X 3A3B 3C 3 0  
_I 
1.2.3.5. Empaquetamiento del ARN viral 
El mecanismo mediante el cual se lleva a cabo el empaquetamiento del ARN viral a h  
no se ha dilucidado en detalle. Evidencias experimentales han relacionado a este proceso 
con la replicaci6n del ARN. La sintesis del ARN podria dar la energia necesaria para la 
insertion del mismo en la prochpside o para la formation de un nucleo de ARN 
(Rueckert, 1985). 
La entrada de la molkula de ARN en la prodpside (particula vacia) resulta en la 
formaci6n del provirion, de este mod0 se protege al genoma viral de la accion de 
nucleasas Pernandez Tomas and Baltimore, 1973). La fomacibn del virion maduro de 
146 S involucra el clivaje de casi la totalidad de cadenas VPO para originar VP2 y VP4, 
lo que lleva al reordenamiento de la *side y constituye el ultimo paso de la maduracion 
viral (Rueckert, 1976). 
L2.3.6. Liberacidn del viridn 
L2.3.6. Liberacicin del viribn 
En dlulas de riaon bovino, infectadas con alta multiplicidad de infeccibn, la fase de 
eclipse dura de 100 a 1 10 minutos (Polatnick and Bachrach, 1964) comenzando a 
detectarse virus extracelular a 10s 150 minutos post-infwibn. Aunque probablemente las 
particulas virales alcanzan el espacio extracelular como resultado de una lisis mecsflica 
de las cklulas infectadas (Rueckert, 1976), existe cierta evidencia de una liberaci6n 
prelitica del virus a trav6s de vesiculas citoplasm~ticas que emergen de dlulas infectadas 
(Yilma et. al., 1978). 
L2.4. Caracteristicas antigknicas Qel VFA 
El primer anaisis antigknico de la estructura del VFA mostro que sueros de animales 
vacunados o infectados con VFA reconocen 2 componentes en las preparaciones de 
virus purificado: i) viriones 146 S y ii) subunidades 12s. Sblo 10s Acs anti-146 S son tip0 
especificos ya que las particulas 12 S reaccionan con antisueros heterotipicos (Brown 
and Crick, 1958). Algunos epitopes son compartidos por ambas particulas ya que la 
actividad anti-146 S de un suero se ve disminuida cuando 6ste es adsorbido previamente 
con particulas 12 S (Cowan, 1968). 
La primer idea de que sblo la particula 146 S induce la produccibn de AcN (Brown et. 
al., 1963) fie desaflada por el hecho de que cerdos y bovinos inmunizados con 
subunidades proteicas 12 S emulsificadas en adyuvante oleoso resistian la infection con 
el virus homblogo (Morgan et. al., 1980). 
Bachrach y colaboradores (1975) presentaron la primera evidencia sobre la 
efectividad de VPl como la Gnica proteina estructural capaz de inducir una respuesta 
inmune protectora en cerdos y cobayos. Mb tarde tambibn se demostrb la proteccibn 
conferida por VPl del Virus A12 en bovinos y cobayos (Bachrach et. al. 1982), sin 
embargo VP1 aislado del VFA tip0 0 1  conferia poca o ninguna proteccibn fiente al 
desafio viral (Meloen et. al, 1986). 
El primer esfberm en la identificacibn de epitopes inmunodominantes en particulas del 
VFA fbe la demostracion de que el tratamiento enzbhtico del virus altera su reactividad 
antigknica (Barteling et. al., 1979). Sin embargo, preparaciones del virus tipo A12 
tripsinizado, wnteniendo pdptidos VPla y VPlb en mayor proporcibn que VPl intacta, 
fberon capaces de inducir aproximadamente la misma respuesta de Acs anti-virus en 
cobayos que el virus sin tratamiento. Asi mismo, una mezcla aislada de fiagrnentos de 
VPl en cobayos indujo una fberte respuesta de AcN demostrando la existencia de un 
epitope tripsina resistente fbncional en estado intact0 (Bachrach et. al., 1979). Estos 
datos preliminares sostienen que VPl tiene un predominante papel inrnunogenico y por 
otra parte que posee varios epitopes protectores. 
Basados en estudios de secuenciaci6n de variantes antigenicas que escapan a la 
nmtralizaci6n ejercida por AcM neutralizantes, como asi tambien en ensayos de 
competencia en la reactividad con AcM a t r e  virus y pbptidos sinteticos que rnimetizan 
segrnentos de la particula viral, se han identificado sitios antigenicos en 10s serotipos A 
(Baxt et. al., 1989; Saiz et. al., 199 1; Thomas et. al., 19881, 0 (Kitson et. al., 1990; Xie 
et. al., 1987; Parry et. al., 1985 y 1989) y C (Mateu et. al., 1989 y 1990; Lea et. al., 
1994) del VFA, 10s cuales se hallan distribuidos en tres de las cuatro proteinas 
estructurales. 
Los epitopes virales lineales se han localkado en la mitad carboxiterminal de VP1, ya 
que fiagmentos de esta zona obtenidos por diferentes metodos (clivaje con agentes 
quimicos o pbptidos sinteticos) tambih inducen AcN ( P f s  et. al., 1982; DiMarchi et. 
al., 1986; Zamorano et. al., 1994). 
En particular, se ha identificado un estrecho segment0 dentro de VPl, comprendido 
entre 10s residuos aminoacidicos 140-160 ("sitio A"), que contiene 10s epitopes mis 
importantes para la induction de AcN (FV" et. al., 1982; Bittle et. al., 1982; Winther et. 
al., 1986; Doe1 et. al., 1988). 
En el extremo carboxilo terminal de la proteina VPl se halla otro sitio antigenico, el 
"sitio C", que incluye 10s ultimos catorce aminoicidos (residuos 200-213). Si bien en el 
serotipo C este sitio es independiente del "sitio A", en el serotipo 0, el "sitio C" forma 
con el "sitio A" un solo sitio discontinue, llamado "sitio Y". Estudios de cristalografia y 
difiacci6n de rayos X han revelado que este sitio se encuentra en un "loop" (el "loop" 
GH de la proteina VP 1) protruyente y m6vil (Acharya et. al., 1989; Lea et. al., 1994). 
Investigaciones llevadas a cabo con AcM han determinado la existencia de otros 
epitopes sobre VP2 y VP3 (Thomas et. al., 1988; Baxt et. al., 1989; Kitson et. al., 1990). 
En 10s serotipos A, 0 y C se encuentra formado por parte de las proteinas VP2 (el 
"loop" BC, aminokcidos 70 a 80) y VP3 (el "knob" BB, arninoacidos 58 a 61). En el 
serotipo 0, el "loop" EF de la proteina VP2 (aminoicidos 13 1 a 134), tambien participa 
de este sitio antigenico. 
En el serotipo 0 se ha identificado otro sitio antigenico en el "loop" BC de la proteina 
VPl (aminoicidos 43 a 48) llamado "sitio III". Asi mismo, se ha encontrado que algunas 
sustituciones en este sitio pueden alterat la antigenicidad del "sitio A" (Parry et. al., 
1990). En el serotipo A un sitio equivalente a este seria el hallado en el ccloop" HI 
(alrededor del aminoicido 1 70). 
1.3 RESPUESTA IbJMUNE DURANTE LA INFECCION VIRAL 
En ma infeccibn viral m inducen m d s m o s  de respuesta innatos (inespecificos) y 
adaptativos (especificos). La importancia de 10s distintos mecanismos varia de un virus a 
otro (Ogra et. al., 1975). . .  
Las defensas no especificas producidas por la infeccion incluyen, entre otros, la 
produccibn de interferbn (IFN) (Sen et. al., 1993), dlulas natural killer (NK) (Welsh et. 
al., 1989) y fagocitosis mediada por una opsonizacibn complemento dependiente 
(Welliver et. al., 1988; Buttner et. al., 1993). Si la infecci6n viral sobrevive a esta 
primera defensa el sistema inrnune adaptativo serh activado por las celulas presentadoras 
de antigeno (CPA) (Barnett et. al., 1987). 
Las dlulas T especificas contra el antigeno (Ag) act6an ya sea modulando la 
respuesta humoral asi como incrementando la eficiencia de la respuesta inflamatoria no 
especifica mediante la secrecibn de interleuquinas (IL) (Campos et. al., 199 1). 
Los linfocitos T CD4+ y CD8+ ocupan un papel central en la proteccibn 
inmunologica contra enfennedades virales (Koszinowski et . al., 199 1). Celulas T 
colaboradoras CD4+, especificas para el Ag, proliferan cuando son estimuladas con el 
Ag viral procesado por una CPA en el context0 del Complejo Mayor de 
Histocompatibilidad (CMH) de clase 11. 
En ratones, dos grupos de linfocitos T colaboradores (CD4+) han sido identificados 
por sus perfiles unicos de secrecibn de linfoquinas y por su capacidad de regularse entre 
si (Mosmann et. al., 1991). La kncion de estos dos subgrupos es crucialmente diferente 
y tiene efectos prohndos en la especificidad de la respuesta inrnune. Los linfocitos T 
colaboradores 1 secretan IL-2, IFN-y y TNFa (factor de necrosis tumoral) y es tb  
relacionados con la eliminacibn de las celulas infectadas. Actuan modulando la respuesta 
de las dlulas T citotbxicas (CD8+), fagocitos activados y celulas NK. Los linfocitos T 
colaboradores 2 secretan IL-4, IL-5, IL-6 y IL-10 y esth relacionados con el desarrollo 
de la respuesta de Acs cooperando con las dlulas B especificas para el Ag estimulante 
(Romagnani et. al., 1991). 
Sin embargo, aunque la respuesta celular es clasicamente responsable de la 
elirninacibn de las celulas infectadas, la inmunidd a muchas infecciones virales esta 
mediada por Acs, y en algunos casos ambos elementos de la respuesta inrnune esthn 
involucradas en la elirninacibn del virus (Martin et. al., 1986). 
El mecanismo por el cud un anticuerpo (Ac) neutraliza a una infeccibn viral depende 
tanto del agente viral como del isotipo del Ac que es producido. Las inmunoglobulinas 
polim6ricas (IgA secretoria e IgM) pueden mediar la eliminai6n del virus por 
agregaci6n o por incrementar la fagocitosis del sistema reticulo endotelial (Sissons et. al., 
1980). Las IgG e IgM son muy eficientes en la fijacion de complemento y en la 
opsonizacion de complejos inmunes lo que facilita la captura por fagocitosis @orrington 
et. al., 1978). Los virus envueltos espdalmente, pueden ser directamente eliminados por 
Acs y fijacibn de complemento. A su vez, dlulas infectadas por virus envueltos pueden 
ser lisadas por la acci6n directa de Acs y complemento o por las dulas  citotbxicas 
dependientes de Ac (ADCC) (Roitt et. al., 1985). - . , 
Los mecanismos de neutralizacibn viral directa son varios y contemplan la 
interkencis o bloqueo de la adsorcibn, de la entrada, o del desnudamiento de la 
particula viral (Dimmock et. al., 1984). 
1.3.1. Respuesta inmune a Picomavirus 
l u  
La ideccion por picornavirus induce una respuesta ceIular y humoral en el 
hospedador siendo el elemento mas importante de la respuesta la produccibn de AcN 
especificos contra las proteinas estructurales del virus. 
El papel de 10s linfocitos T citotoxicos (LTC) en ratones ha sido descripto en la 
ideccion con virus coxsackie B-3, en la infection no permisiva con poliovirus 
(Kutubuddin et. al., 1992) y en la infeccicin persistente en cepas de ratones permisivas 
con el virus de la encefalitis murina de Theiler (TMEV) (Pena Rossi et. al., 1991). La 
importancia de 10s AcN en la eliminaci6n de la infecci6n en raton con TMEV fbe 
demostrada por el aislamiento de variantes en las cuales se correlacionaba la resistencia a 
la neutralizacion por sueros hiperinmunes y la habilidad de producir una infeccicin 
persistente (O'Shea et. al., 1992). 
Mason y colaboradores (1993) demostraron que, bajo ciertas condiciones, el complejo 
formado entre el Ac y el VFA puede infectar dlulas no permisivas. Sin embargo, Outlaw 
y colaboradores (1991) propusieron que la neutralizacibn del VFA es debida a un 
bloqueo en la entrada del virus a la dlula mediada por una interferencia esterica con el 
receptor m6s que con una estabiliiacibn de la capside viral lo que causaria un ineficaz 
desnudamiento en el citoplasma de la dlula infectada. 
1.3.2. Respuesta inmune frente al VFA 
La inmunidad contra el VFA esth mediada por AcN contra las proteinas estructurales 
del virus (Van Bekkum, 1969). 
El metodo de seroneutralizaci6n (SN) in vitro empleado habitualmente solo permite 
determinar la capacidad de 10s Acs de neutrdizar particulas viricas, desconoci6ndose el 
papel de 10s restantes mecanismos mediados por Acs (opsonizaci6n, complemento, 
ADCC) en la proteccibn in vivo fiente al VFA. Amadori y colaboradores, en 1992 
fberon 10s 6nicos en describir que leucocitos bovinos de sangre periferica son capaces de 
manifestar una actividad especifica similar a las dlulas NK lisando dlulas infectadas con 
VFA en cultivo. 
Investigaciones realizadas mediante ensayos de linfoproliferaci6n in vifro conGrman 
que la reactividad de las dlulas T contra p6ptidos de VFA se encuentra restricts pot 
CMH de clase I1 (Glass et! al., 1991). Trabajod-postqiores realizados con pdptidos 
sinteticos de VFA han identificado epitopes B y T en las proteinas estructurales del virus 
en bovinos, cobayos y ratones ( Collen et, al., 1991; Zamorano et. al., 1994 y 1995). 
En bovinos, utilizando ensayos in vitro, es posible detectar la aparici6n de AcN a 10s 
3 o 4 d.p.i coincidiendo con el inicio de la viremia (Francis, et. al. 1983). Estas primeras 
inmunoglobulinas producidas son IgM e IgA y tienen su pico m b h o  entre 10s 10 y 15 
dias desapareciendo alrededor del &a 40 (Brown et. al., 1964; Abu et. al., 1 98 1). Dias 
despues de la aparicion de las IgM e IgA, aparece en el suero la IgG que a 10s 21 &as 
constituye el isotipo predominante. La capacidad de neutralizacibn in vifro de la fiacci6n 
IgG es cuantitativamente baja en un principio y aumenta con el tiempo hasta representar, 
a 10s 60 &as, el total de la actividad neutralizante (Mulcahy et. al. 1990). 
El desarrollo de la respuesta humoral coincide con la eliminacibn de las lesiones, 
terrninacibn de la virernia y reducci6n de la excrecibn viral. En 10s bovinos se ha 
descripto que 10s titulos de AcN duran por d s  de 4 afios luego de la aparicion de la 
infeccibn (Sadir et. al. 1988; Lopez, et. al. 199 1 ). 
L3.2.1. Respuesta inmune en ratones a1 VFA 
'1111 El estudio de la respuesta inrnune al VFA en bovinos ha sido limitado debido a la 
imposibilidad de trabajar con animales endocriados, el conocirniento incomplete de su 
sistema inmune, su excesivo costo, asi como la virtual imposibilidad de realizar estudios 
sobre 10s mecanismos de accion in vivo. 
Por el contrario, el raton ha sido utilizado como modelo experimental para el estudio 
de la respuesta inrnune contra muchos tipos de virus debido a1 exhaustive conocirniento 
que se posee sobre su sistema inrnune. Los ratones adultos no son susceptibles a la 
infixxion natural con VFA sin embargo pueden ser experirnentalmente infectados (Cunha 
and Eichorn, 1954; Subak-Sharpe, 1961 y 1962). Luego de la inoculation intraperitoneal 
(i.p.) de un alto nbero  de particulas virales, 10s ratones manifiestan una infeccion 
subclinica que involucra replication viral, principalmente en celulas pancrdticas, 
acompaiiads de una viremia durante 72 hs post-infixxion (Femhdez et. al., 1986). A 
partir del momento en que se detecta un aumento significative de AcN, se observa una 
rapida disminucion del virus en sangre y brganos hasta su desaparicion total. En ratones 
inmunosuprimidos por irradiacibn o quimioterapia se observa la correlaci6n entre la falta 
de AcN y la prolongation de la viremia. Por el contrario, cuando estos animales son 
reconstituidos con celulas inmunocompetentes provenientes de ratones inmunizados con 
virus activo se observa simultaneamente la eliminaci6n de la virernia y la aparicibn de 
AcN (Borca et. al., 1984 y 1986). 
Estudios en torno al papel de las &Idas T en la respuesta inrnune al VFA, en 
cobayos(Knudsen et. al., 1979; Francis et. al., 1985) y ratones (Collen et. al., 1984) 
sugieren que el sistema T curnple un papel importante en 10s mecanismos de defensa 
contra el VFA, particularmente en el establecirniento de memoria inmunologica. Sin 
embargo resulta evidente que 10s linfocitos T no son necesarios en el mecanismo 
intrinseco de la elimination viral ya que la transferencia de celulas B obtenidas de ratones 
infectados son suficientes para eliminar la virernia en animales receptores previamente 
inmunodeprimidos e infectados (Borca et. al., 1986). 
Como anteriormente se menciono, la infeccibn en ratones con VFA induce un estado 
de inmunidad que resulta protectora de por vida, mientras que la inmunizacion con baja 
dosis de VFA inactivado (0,lpg) lo hace por un period0 de tiempo muy breve. La 
inrnunidad inducida por la infection viral parece no ser el resultado de una infeccibn 
persistente (Lopez et al., 1990). Tambidn se ha demostrado que la magnitud y duracion 
de la respuesta inmune humoral, en t e i n o s  de AcN, inducida por la infection 
experimental o por inmunizacion con altas dosis de VFA inactivado (10pg) resulta ser 
similar. Asi, linfocitos B provenientes de estos anirnales son capaces de elirninar la 
infection en receptores inmunodeprimidos sii intervenci6n de linfocitos T. Mientras que, 
la respuesta a la infection mediada por celulas B sensibilizadas con bajas dosis de virus 
inactivado (0,l pg) es eficiente s61o cuando celulas T especificamente sensibilizadas esth 
presentes (Piatti et. al., 199 1). 
L4. VACUNAS CONTRA EL VFA 
Las primeras vacunas contra el VFA se elaboraron utilizando epitelio lingual bovino 
proveniente de animales infectados, el virus era inactivado con form01 y se u t i l i i a  
hidroxido de alurninio como adyuvante (Beling et. al; 1953). 
A principios de la decada del '50 se desarroll6 un sistema que consiste en la 
produccion en gran escala de antigen0 in vitro, en epitelio lingual bovino (Frenkel, 
195 l), permitiendo la implementacibn de programas de vacunacion. 
A partir de estas etapas pioneras, la production de virus para vacunas en cultivos de 
celulas evolucion6 gradualmente. En la decada del '60 se desarrollaron metodos de 
produceion de virus basados' en cultivos primaries de celulas (Ubertini et. al., 1963) y 
cultivos de lineas celulares como BHK-21 (Stoker and Macpherson, 1964), que son 10s 
mbs utiliidos actualmente. No obstante, en algunos paises se continGa utilizando el 
metodo Frenkel. 
En general la produccion de vacunas a virus inactivado debe cumplir esencialmente 4 
requerimientos criticos. 
-se debe disponer de Ag viral en alta concentracibn y cantidad suficiente para permitir 
la produccion de vacunas en gran escala. 
-la preparacion viral debe ser inactivada en forma tot4 
-el antigen0 viral inactivado debe premar  su estructura antigenica 
-se debe agregar un adyuvante que estimule la respuesta inmune del animal hasta 10s 
niveles de proteccibn deseados. 
1.4.1 Vacunas en uso 
La mayoria de las vacunas contra el VFA actualrnente en uso se basan en la utilizacion 
de virus inactivado con adyuvante oleoso (Rivenson et. al., 1977). 
Los dos agentes inactivantes empleados mhs frecuentemente son el formol y las 
aziridinas. 
El formol tiene como dementaja que la cinhica de inactivacion no es de primer orden 
por lo que se come el riesgo de que quede virus infective residual en la vacuna (Wesslen 
and Dinter, 1957; Graves, 1963). De hecho, ciertos brotes Europeos y Sudamericanos 
han sido atribuidos a esta causa (King et. al., 1981; Beck and Stromhaier, 1987; 
Bergman et. al., 1988). 
Las aziridinas, en cambio, presentan una cin6tica de inactivacibn de primer orden, 
rapida y su accion sobre las proteinas es minima (Brown et. al., 1963; Bahneman, 1975). 
Sin embargo estos inactivantes son altamente toxicos y cancerigenos, debidndose 
manejar con extrema precaucibn y neutralizarlos completamente antes de utilizar la 
vacuna. 
Comercialrnente ~610 3 adyuvantes son utilizados para la elaboracion de vacunas anti- 
VFA: hidroxido de aluminio, saponina y emulsi6n oleosa; las primeras dos son conocidas 
como vacunas acuosas y la tercera como vacuna oleosa, como las desarrolladas por 
Freund donde el Ag es emulsificado en un aceite mineral (Barteling and Vreeswijk, 
1991). La utilizacibn de tip0 oleoso durante la campaiia de inmunizacibn masiva confiere 
una inmunidad mas efectiva y de mayor duraci6n en bovinos y cerdos (Sadir et. al., 1988; 
Barteling and Vreeswijk, 1991). 
Vacunas experimentales 
El progreso en la produccion de vacunas anti-VFA esth dirigido hacia el logro de 
vacunas m8s eficientes en cuanto a la inmunidad conferida, mas estables y sin efectos 
colaterales adversos. 
En la idtima dCcada se realizaron importantes progresos al identificar las secuencias 
nucleotidicas del genoma viral y las secuencias aminoacidicas de las proteinas 
relacionadas. La introduccibn de la tecnologia del DNA recombinante y las pruebas 
realizadas con pbptidos sintkticos ha focalizado 10s esfierzos en la construcci6n de 
"vacunas de nueva generaci6nM (vacunas a virus vivo 'modificado, vacunas recombiites 
y vacunas a peptidos sintdicos). 
Son conocidos 10s problemas y riesgos que causa el uso de vacunas a virus vivo o 
atenuado, sobre todo el peligro potencial de generar infecciones persistentes o 
transmisibles. Es por ello que se prefiere utilizar vacunas a virus inactivado o elaboradas 
con fiacciones antigenicas del agente infeccioso. 
En 10s ultimos aiios 10s adyuvantes han recibido una mayor atenci6n debido a que las 
vacunas de nueva generacion son en general inmunogenicarnente pobres y requieren de 
adyuvantes para conferir una buena respuesta inmune (Rajesh et. al. 1993). 
1.5. ADYWANTES 
Un adyuvante es una sustancia que a c ~ a  sobre un antigeno aumentando sus 
propiedades inmunogenicas ylo activando las dlulas del sistema inmune (Jolles et. al., 
1973). 
Hace veinte aiIos el desarrollo de adyuvantes era casi totalmente empirico per0 con 
10s adelantos tecnologicos actuales es posible empezar a dilucidar sus mecanismos de 
acci6n. I '11 
Se&n sus mecanismis de acci6n 10s adyuvantes pueden ser clasificados en aquellos 
que actuan a nivel del antigeno o aquellos que lo hacen sobre las dlulas del hubsped 
involucradas en la respuesta inmune. 
I !  Acci6n de 10s a yuvantes sobre el hospedador: 
Estos mecanismos pueden ser resumidos de la siguiente forma: 
1 - Liberaci6n lenta del antigeno: La continua liberation de pequefias cantidades de 
Ag semejaria una suerte de constantes reestimulos, lo que induciria y mantendria la 
memoria inmunolbgica. Actinn de esta manera las sales de aluminio y las emulsiones 
agua en aceite (Allison, 1973; Beh et. al., 1985). 
2 - "Trapping linfocitario": Este fenbmeno consiste en la rnigraci6n selectiva de 
linfocitos circulantes hacia un 6rgano l ioide en especial. La importancia del "trapping" 
linfocitario reside en que el Ag se pone en contact0 con una mayor cantidad de dlulas 
inmunocompetentes. Este mecanismo es inducido por adyuvantes tales como Adyuvante 
Completo de Freund (ACF) y Cpebacterium parvum entre otros (Lescelles et. al., 
1989) 
3 - Modificacibn de las membranas celulares: Muchos adyuvantes pueden unir el Ag a 
la membrana celular facilitando el contacto y tal vez la formacirin de puentes temporaries 
entre cilulas colaboradoras, como macrhikgos y linfocitos (Gall et. al., 1967; Edelman 
et. al., 1980). 
4 - Accibn sobre las dlulas involucradas en la respuesta inmune: Los adyuvantes 
pueden actuar sobre las dlulas involucradas en la respuesta inmune mediante la 
induccibn de ILs. Estas cblulas incluyen macrofagos fijos y en circulacion, dlulas de 
Langerhans, cblulas dendriticas, linfocitos T y sus subpoblaciones, cilulas plasdticas, 
cblulas natural killer, caulas efectoras de ADCC y a toda la variedad de 10s linfocitos B 
(Edelman et. al., 1980). 
5 - Modificacibn de la clase o subclae de inmunoglobulinas (Igs) producidas: Como 
las distintas Igs cumplen distintas hciones, el cambio de isotipo en una respuesta 
modulada por un adyuvante puede traer como consecuencia una respuesta que, por 
ejemplo, active mas eficientemente el complemento o que favorezca la union a receptores 
de gran afinidad en monocitos (Burton et. al. 1985; Perez Filgueira et. al., 1995). 
Experimentalmente, diferentes adyuvantes pueden producir una respuesta 
cualitativamete distinta para un mismo antigeno. En ratbn, por ejemplo, se ha descripto 
el caso de un antigeno inductor de una fuerte respuesta mediada por IgE, mientras que el 
rnismo antigeno emulsionado en ACF, produce una respuesta mediada principalmente 
por IgM e IgG. Una posible explicacibn es que heron activados diferentes subgrupos de 
dlulas T colaboradoras probablemente como resultado de la activacion de distintas CPA 
(Esser and Radbruch, 1990; Finkelman et. al., 1990). 
L5.2. Acci6n de 10s adyuvantes sobre el antigeno 
Entre 10s mecanismos de acci6n mas conocidos se puede mencionar: 
1 - Modificaciones conformacionales: Los adyuvantes oleosos o las bases alquilicas 
pueden inducir modificaciones a Ags proteicos por cambios estructurales o por 
alteraci6n de su carga elktrica (Jolles et. al. 1973). Asi, se demostr6 que aumentando la 
hidrofobicidad de un antigeno Se hcremmta la respuesta mediada por dlulas (Coon et. 
al. 1975). 
2 - Transforrnacion de haptenos: Fs posible anexar cadenas hidrofobicas a haptenos 
proteicos lo que trae aparejado un Bumento de la agregacion molecular y de la 
adherencia celular. La tendencia de las molhlas a agregarse y a adherirse a superficies 
celufares permite una mayor estimulaci6n del sisterna inmune (Heatley et . al., 1975). Los 
liposomas son un ejemplo de transformaci6n de haptenos., 
3 - Desnaturalizacibn o particularizaci6n de Ag: Algunos adyuvantes pueden 
particularizar el Ag facilitando la asociacibn con las membranas de macrbfagos o celulas 
dendriticas en 10s centros germinales favoreciendo la PA a 10s linfocitos especificos 
(Allison, 1973). 
1.5.3 Vacunas anti-VFA formuladas con adyuvantes 1 
Se ha estudiado el poder adyuvante de diferentes sustancias para la elaboracibn de 
vacunas anti-VFA mas eficientes, ya sea utilizando como antgeno VI o con diferentes 
pdptidos sinteticos. 
Asi, 10s liposomas han sido probados con pbtidos sinteticos (Francis et al. 1985). 
Cobayos vacunados dos veces con 30 pgr de peptido correspondiente a la region 141- 
160 de la proteina VPl del VFA tipo 01K incorporados a liposomas mostraron actividad 
neutralizante asociada a presencia de Ac anti-virus y Ac anti-peptido. 
Asi mismo,un peptido sintetico representando el fiagrnento 141 -160 de VP1 del VFA, 
polirnerizado o copolimerizado con muramildip6ptido-lys (MDP; N-acetil-muramil-L-D- 
isoglutamina) e inyectado en ratones vehiculizado en PBS, h e  capaz de inducir Acs 
hasta 10s 70 d.p.v luego de dos revacunaciones (Chedid et. al. 1986). 
Estudios de respuesta vacunal en cobayos con el VFA tipo A12 adicionado con 
distintas dosis de avridine (AVR) (una amina lipoidal sintdtica) en vehiculos lipidicos o 
PBS han demostrado que la proteccibn contra el desafio viral h e  m h  y 10s niveles de 
Acs se relacionaron a la cantidad de AVR utilizada (Knudsen, R. 1982). La capacidad de 
AVR como adyuvante con el VFA tipo 0 1  Campos ha sido estudiada en ratones Balb/c 
(l3erinstein et al., 1991) demostrhdose como un muy eficiente adyuvante inrnunolbgico. 
Asi mismo, se han realizado pruebas preliminares sobre la accion de la AVR en 
vacunas anti-VFA en bovinos con resultados altarnente satisfactorios (Rweyemamu et al. 
1985; Perez Filgueira, 1996). 
1.5.4 Adyuvantes utilizailos en este trabajo 
Pared celular de Mycobacterium: Se ha conocido durante aiIos la capacidad de 
Mycobacterium sp. de causar estirnulaci6n del sisterna inmune (Adyuvante completo de 
Freund (ACF), Bacillus Calmette Guerin (BCG)). Hasta hace poco tiempo he 
problematico utilizar las propiedades estimulantes de productos derivados del 
Mycobacterium debido a 10s efectos colaterales nocivos de 10s mismos. La selecci6n y el 
mejorarniento progresivo de cepas no patoghicas, junto con el desarrollo de tknicas de 
crecimiento y extracci6n quimica de la sustancia adyyvante, pudieron eliminar estos 
efectos colaterales (Vetrepharm Inc. London, Canadh). 
Los fragmentos de pared celular de &lvcobacterium (PCM) no causan reacciones 
anafilacticas, no interfieren con la prueba de derivado de proteina purificada (PPD) para 
tuberculosis y la frecuencia de inducci6n de una reaccidn inflamat6ria localiida es de 
1: 1000. Estudios realizados con PCM han demostrado que este. product0 tiene actividad 
anti-tumoral y moduladora del sistema inmune (Ohta et. al., 1982), y se ha reportado que 
emulsiones de PCM pueden directarnente activar monocitos y macrofagos (Alkemade, 
S., 1988). 
El estudio bioquirnico de PCM mostro que esta compuesto por altas concentraciones 
de muramildipdptido, diicolato de trehalosa y trimicolato de trehalosa, todas ellas 
sustancias conocidas por actuar como potentes estimulantes del sistema inmune 
(Alkemade, S., 1988). 
Avridine: (AVR) es una amina lipoidal sint&ica que se caracteriza por ser inductora 
de interfer6n (IFN), IL-1 y de estimular la respuesta humoral (Roth et. al. 1985, 
Rweyemamu et. al., 1986). 
Se ha observado una amplia actividad proliferativa de linfocitos B y T cuando se 
utiliza AVR, por lo que se sugiere que esta droga produce una expansi6n de 10s clones 
inmunoreactivos (Anderson et. al., 1983). Por otra parte se ha demostrado que la AVR 
activa a 10s macrofagos haciendo que estos secreten IFN (Niblack et. al., 1979). 
Administrada por via oral o ent&ica en ratones y ratas, AVR produce un importante 
increment0 en la inrnunidad de las mucosas (Rubin et. al., 1983). El agregado de la droga 
a celulas Natural Killers de bazo en ratas estimula una mayor capacidad litica de cdlulas 
blanco tumorales (Jensen, 1986) lo que se interprets como mediado por de la accibn del 
IFN. 
L6 RESPUESTA INMUNE HUMORAL: MECANISMOS 
INVOLUCRADOS EN LA DURACION DE LA RESPUESTA. 
En el sistema inmune existe una continua renovacibn y selecci6n de las celulas inmuno 
competentes y el numero de &lulas totales estk bajo un estricto control. Las cdlulas B y 
T en el organism0 son seleccionadas por su capacidad de reconocer al Ag. Como el 
numero total de celulas es liitado, cada nuevo linfocito que se produce solo podd 
establecerse si otro muere, para ello amrh  competir con otros linfocitos para poder 
sobrevivir ylo diferenciarse (Eigen, M. et. al., 1975). Los nuevos clones con ventajas 
selectivas reemplazarh a las variantes menos eficientes. La selection es mediada por 
receptores clonales (Ig para las celulas B y receptor TCR para celulas T) y depende de la 
concentracion de Ag existente, de su procesamiento, &#dad y presentacibn (May, R.M. 
1976). "El sistema inmune muestra, por lo tanto un sistema competitive como 10s que 
han sido descriptos para sistemas ecol6gicos" (Freitas et. al., 1993). 
Uno de 10s pasos mas importantes dados por la inmunologia ha sido el entendimiento 
de 10s procesos bioquimicos y celulares involucrados en el reconocimiento del Ag por 10s 
linfocitos T. Asi, en 10s ultimos d o s  se han realizados considerables progresos en el 
aprendizaje de la interaccion del antigen0 y las m o l ~ a s  codificadas por el CMH (Ags 
de clase I y 11). En la respuesta inmune 10s linfocitos T colaboradores reconocen al Ag 
como peptidos asociados con moleculas clase 11 del CMH expresado sobre la superficie 
de una CPA (Schwartz et. al., 1985; Biiiis et. al., 1986). 
De este mod0 rnientras que el repertorio de celulas B para reconocer al Ag es 
potencialmente ilimitado, el repertorio T esta lirnitado por la restriction del CMH 
(Schwartz et. al., 1985). La determination de la estructura cristalogrhfica de las 
moleculas de HLA-A2 (CMH clase I hurnano) (Bjorkman et. al., 1987) ha permitido 
explicar mejor esta fbncion del CMH. Basados en la rnisma, Brown y colaboradores 
(1988) propusieron un modelo para la estructura de las moleculas de clase 11, este 
predice que 10s Ags se unen a las cadenas alfa y beta en un surco formado por 2 alfa 
helices y ocho cadenas D antiparalelas. La mayoria de 10s residuos polimorficos entre las 
diferentes moleculas de clase I1 estin localizadas dentro del canal y ellos deterrninan la 
capacidad del peptido inmunogenico de unirse a una mol&ula del CMH particular. 
Para la produccion de una respuesta primaria, entonces, es necesario que ocurrm 10s 
siguientes eventos: 
-Fagocitosis del Ag por macrofagos o la union del Ag en particular por una d u l a  B 
especifica mediante sus inmunoglobulinas de membrana. 
-Endocitosis del Ag y su procesamiento en p6ptidos. 
-Union de 10s peptidos a las moleculas de CMH 11 del macrofago o linfocito B y su 
expresion en la membrana celular para permitir la interaccion CPA-celulas T 
colaboradora especifica para el Ag. 
-Secretion de factores de regulacibn por las cdlulas T para la activation de una 
respuesta vigorosa por parte de las dulas B y su posterior diferenciacion a celulas 
plasmbticas. 
La mayoria de las celulas plasmhticas son de vida corta. En relacibn a este tema 
Sprent (1994) sugiere que casi todas las dlulas B participantes en la respuesta inmune 
primaria son de rapida elirninacion. 
La apoptosis de las dlulas B y de su descendencia al final de la respuesta primaria 
esta bajo el control del gen bcl-2. El rol de este gen se corrobor6 cuando se observ6 la 
prolongada duration de la respuesta primaria de 10s linfocitos B en ratones transgdnicos 
para el gen bcl-2. La falta de este gen podria actuar aumentando la vida de las cblulas 
plasmaticas prolongando la respuesta humoral resuitante (Strasser et. al., 1991). 
En ciertas situaciones, la repuesta inmune primaria puede continuar por semanas o 
meses. Esto ocurre en inf'ecciones con microorganismos que son dificiles de erradicar 
una vez establecida la infeccibn, y con Ags suspendidos en adyuvantes de liberacion lenta 
(Sprent, 1994). En este 6ltimo caso estk muy bien documentado que la proliferation de 
10s linfocitos B en 10s animales inmunizados se mantienen en altos niveles por un largo 
period0 de tiempo (Ada, 1970). En ambos casos, la sintesis de Acs se mantiene activa 
debido a que el sistema inmune esta expuesto continuamente al Ag. 
En relacion a este punto, ha sido propuesto que el mantenimiento de las dlulas de 
memoria y la continua produccibn de Acs estl relacionada con la continua estimulacion 
de las dlulas B por el Ag (Asconas et. al. 1972; Felbush 1973; Gray et. al. 1988). Sin 
embargo, esta posicion se encuentra bajo controversia ya que ensayos de transferencia 
adoptiva de dlulas inmunocompetentes han dado evidencias que no apoyan esta teoria, 
demostrando que las cklulas B pueden persistir en el nuevo huksped por mas de 7 meses 
sin la evidencia de la presencia del Ag (Udhayakumar et. al., 1988; Schittek et. al. 1990; 
Sprent et. al. 1991). 
La respuesta secundaria comienza con el reencuentro del Ag con 10s linfocitos B y T 
que heron sensibilizados durante la respuesta primaria. La diferenciacion de celulas B a 
plasmocitos, y la consecuente produccibn de Acs depende de factores liberados por las 
dlulas T que heron nuevamente activadas por CPA (Filkelman et. al., 1992). 
Bajo la influencia de las interleuquinas las dulas  B y T sufien una importante 
expansion, la magnitud de esta expansi6n depende de la concentracion del Ag y de la 
afinidad de las cklulas respondedoras al mismo (Gray, 1993; Mackay, 1993). Por lo 
tanto, el Ag es uno de 10s moduladores del mantenimiento de la respuesta inmune. 
Para poder comprender 10s mecanismos involucrados en el mantenimiento de una 
respuesta humoral sera necesario conocer 10s mecanismos por 10s cuales es posible 
mantener el Ag o el estimulo product0 de bste, presente en el organismo. 
1.6.1. Persistencia del antigeno. 
La necesidad de la presencia del Ag en la iniciacibn de una respuesta inmune es bien 
conocida, sin embargo su papel en el mantenirniento y regulaci6n de la respuesta a6n no 
ha sido claramente establecido (Asconas et. al., 1972). 
La captura y retention ae cornplejos antigeno-Ac por las celulas dendriticas 
foliculares parece ser un factor crucial en el increment0 en la producci6n de Acs y en la 
generacibn de las dlulas B de memoria (Klaus et. al., 1980; Van Rooijen, 1990; Tew et. 
al., 1990). 
Los Acs pproducidos en la red del complejo inmuno folicular (celulas B, dendriticas, 
Ac y Ag) esth cambianda continuamente, especialmente con respecto a su afinidad. 
Inicialmente, 10s Acs poseen una baja afinidad por lo que producen una continua 
asociacion-disociacion con el Ag (Van Rooijen, 1993). 
El exceso de Acs producidos durante la respuesta inmune previene la elimination del 
antigeno desde 10s centros germinales (Hammarback and Valle, 1990). Contrariamente, 
la ausencia o una importante disminucibn de Acs circulantes en 10s foliculos permitiria al 
antigeno dejar la red del complejo inmuno folicular e inducir el desarrollo de celulas 
formadoras de Acs (Van Rooijen 1990). De esta forma la presencia de antigeno resulta 
moduladora de la respuesta humoral producida. 
1.6.2. Presencia de ci4lulas presentadoras de antigeno. 
Las celulas capaces de presentar el Ag a 10s linfocitos especificos en forma 
inrnunog6nica son llamadas celulas presentadoras de antigeno (CPA). Este grupo esth 
compuesto por un heterogeneo grupo entre las que se hallan dlulas de Langerhans 
(Streilen et. al., 1989), dendriticas (Crowley et. al., 1990; Levin et. al., 1993), dlulas B 
(Vidard et. al., 1992; Liu et. al., 1993) y fagocitos mononucleares (Unanue, 198 1; Casey 
et. al., 1990). 
El proceso de PA es central en el control de la respuesta inmune siendo el que 
determina el nivel y el tip0 de respuesta que se produce. La modulaci6n de la hc ion  de 
las CPA juega un rol importantisimo en la inmunoregulaci6n del sistema inmune. Su 
hncion en la respuesta inmune depende de la capacidad de generar sebles para la 
estimulacion de las cdulas T. Estas sdales son de dos tipos, Ag especificas y Ag 
inespecificas. 
La interaccion del Ag, procesado en fonna de peptido en el context0 de CMH 11, con 
el TCR de un clon T especifico determina la especificidad de la reaccibn. 
Las "seiiales no especificas" provistas por las CPA se las puede subdividir en dos 
tipos: 
a) Las molkulas de adhesion que facilitan la interaccibn fisica entre la CPA-celulas T 
(receptores CD4, CD8 y la farnilia LFA-ICAM) (Darnle et .al., 1992). 
b) Aquellas necesarias para la activaci6n y divisibn de las dlulas T denominadas 
sefiales "coestimulantes". La IL1 producida por la CPA es el coestimulador del cud m h  
se conoce su acci6n (Steinman et. al., 1980). 
La interaccibn de ambos tipos de seiiales (especificas y no especificas) son suficientes 
para generar la activacibn de las cdlulas T mediante una cascada que involucra el clivage 
por la Fosfolipasa C del fosfatidiloinositol P2 en diacil-glicerol e Inositol P3. El Inositol 
P3 moviliza el ~ a 2 +  intracelular produciendo la activacibn de la Protein-Kinasa y, como 
consecuencia final, la sintesis de RNA y ciertas proteinas entre ellas interleuquinas, tales 
como la IL 2, 4, 5 y 6. (Quiao et. al., 1992; Grimaldi et. al., 1992). Las citoquinas 
liberadas por las caulas T son capaces de regular la expresi6n de las moleculas de 
adhesi6n en diferentes CPA (Casey et. al., 1990). 
Observaciones realizadas en las ultimas dos dkadas han permitido postular dos 
modelos clbicos para explicar las bases celulares de la respuesta humoral. 
1- El modelo de activacibn reciproca en el cud 10s linfocitos B presentan el Ag a las 
dlulas T colaboradoras y estas ayudan a las cdlulas B a producir Acs especificos 
(Chesnut et. al., 1981; Ron et. al., 1987). 
2- Un segundo modelo en el cud 10s macrbfagos y las cdlulas dendriticas tienen un rol 
protagonico en el primado y mantenimiento de las cdlulas T colaboradoras mientras que 
la interaccibn cdula B-cdlula T colaboradora especifica para el Ag permite la produccion 
de 10s Acs especificos (Unanue et. al., 1984; Vidard et. al., 1992; Levin et. al., 1993). 
Asi, independientemente del modelo postulado, la presencia de CPA es critica para 
obtener una eficiente respuesta de Acs. 
L6.2.1. Presentacibn del antigen0 por macrbfagos. 
Por muchos aiios, la presentacion del Ag a cklulas T h e  considerada una hncion 
privativa del linaje monocito1macr6fago debido a su capacidad fagocitica y por su bateria 
de enzimas degradativas. 1 I 
Ziegler y Unanud en el afio 198 1, heron 10s primeros en reportar que se requiere un 
procesamiento activo del Ag por parte de 10s macr6fagos para que este sea reconocido 
por las cdlulas T. Por otro lado, macrofqos inactivados (fijados con paraformaldehido) 
inmediatamente &spuds de ser estimulados con el Ag no son capaces de activar a las 
celulas T, per0 si cuando la inactivacibn es efectuada a 10s 60 minutos, demostrando que 
es necesario un period0 de tiempo para lograr el procesamiento y presentacion del Ag. 
En blastogdnesis realizadas con macrbfagos de bazo de rat6n tratados con cloroquina 
(un inhibidor de la prote6lisis en 10s lisosomas) y cklulas T especificas para 
Comebacterium uawm hub0 . una - si-tiva disminucion en la incorporation de 
timidina por las cdlulas T corroborando que 10s macr6fagos necesitan endocitar el Ag 
para poder actuar como una CPA (Guido et. al., 1984). 
Tal lo expuesto anteriomnte la PA a 10s linfocitos T es absolutamente dependiente 
de la presencia del CMH II en la superficie del macrofago. Sin embargo, la expresi6n del 
Ag Ia (CMH I1 en raton) no es constitutiva en macrbfagos sino que esta sujeta a una fina 
regulacibn de caracter positiva o negativa (Unanue et. al., 1984). h i ,  el INFy liberando 
por las celulas T en el sitio de activacibn produce una regulacibn positiva del Ia por lo 
que se constituye en un sistema de retroalimentacibn positiva que se modifica 
negativamente ante la desaparicibn del Ag. (Undnhe kt. al., 1984). 
1.6.2.2. Presentacidn del antigeno por c6lulas dendriticas. 
Cuando un animal es inmunizado y sus dlulas dendriticas son aisladas, esas dlulas 
llevan el Ag en forma inmunogenica (Kyewski et. al., 1986). El Ag que es adquirido por 
las celulas dendriticas debe haber sido generado por proteolisis extracelular 
(Shimonkevitz et. al, 1983) o reflujo de phptidos product0 de otras dlulas dado que su 
actividad fagocitica es muy ineficiente. Sin embargo, otros autores (Crowley et. al.,1990) 
han presentado evidencias que, aunque limitadamente, las cdlulas dendriticas son capaces 
de endocitar y procesar el Ag. Sin embargo, la cantidad de proteina que necesita la dlula 
para poder actuar como una CPA es muy pequefia, dato que correlaciona con la cantidad 
de Ag que es capaz de endocitar una dlula dendritica in vivo. h i ,  probablemente la 
endocitosis en las celulas dendriticas tiene como 6nico fin la presentacibn del Ag y no el 
clearence de 6ste (Steinman et. al 1974). 
1.6.2.3. Presentacidn del antigeno por c6lulas B 
Los experimentos pioneros de Mitchison (1971) demostraron que para la 
colaboracion entre celulas T y dlulas B ambas deben reconocer parte de la misma 
moldcula, y que las cdulas T colaboradoras necesitan estar fisicamente cercanas a las 
dlulas B. 
Cuando un linfocito B presenta apropiadarnente el complejo CMH 11-oligop6ptido a 
una dlula T colaboradora resulta una interaccibn estable que induce a las dlulas T a 
producir IL capaces de activar la habitidad presentadora de Ag de las dlulas B. 
Adicionalmente, la IL-4 y el INFy incrementan la expresibn de CMH II, aumentando asi 
la capacidad de las cklulas B de actuar como una CPA (Unanue et. al., 1984). 
Como el numero de linfocitos T y B Ag especificos es lirnitado antes de la primo 
inmunizacibn, la probabilidad que lleguen a interaccionar es muy baja. Los macrbfagos y 
las &lulas dendriticas tienen la posibiidad de fagocitar y presentar cualquier Ag forheo 
por lo que podrian actuar en la primera fase de una respuesta inmune activando una 
expansion clonal de 10s linfocitos B y T fivoreciendo entonces la interaccibn B-T en una 
respuesta secundaria (Levin et. al., 1993; Unanue et. al., 1984). 
Aun no se ha aclarado si las celulas B presentadoras de Ag son capaces de presentar 
el Ag a celulas T nativas. La mayoria de 10s experimentos publicados utilizan celulas B 
que presentan el Ag a hibridomas T, ceJulas T primadas in vivo, per0 no a dlulas T 
nativas (Vidard et. al., 1992; Levin et. al,, 1993). Sin embargo, Ashwell y colaboradores 
(1984) reaharon experimentos con ratones- depletados de cklulas B (mediante 
tratamiento neonatal con anti-IgM) demostrando la necesidad de las c6lulas B en el 
primado de las celulas T especificas. 
Asi mismo, experimentos publicados por Ron y Sprent (1987) corroboraron la 
necesidad de cdulas B en el primado de &lulas T especificas. Ellos inocularon 
subcutheamente a 10s ratones depletados de linfocitos B (mediante Acs anti IgM) con 
poblaciones de linfocitos B nativos singeneicos y luego desafiaron al raton con el Ag en 
ACF. El grupo de animales sin reconstituir fall6 en montar una respuesta proliferativa 
contra el Ag en ensayos de blastogenesis mientras que aquellos que recibieron las dlulas 
B exogenas respondieron correctamente. Estos resultados claramente dernuestran la 
importancia de las celulas B como CPA para 10s linfocitos T antigeno especificos. 
Chesnut y Gray (1981) mediante un elegante sistema heron 10s primeros en 
demostrar la influencia de las inmunoglobulinas (Igs) de membrana en la captacion y 
presentacion del Ag por celulas B. Ellos incubaron dlulas T de ratones inmunizados con 
Ig de conejos, con dlulas B de ratones virgenes y estimularon las placas de cultivo con 
Igs normales de conejo o con Ig anti- Ig de raton (producidas en conejo). Las cblulas 
estimuladas con Igs normales heron incapaces de proliferar mientras que las que heron 
estimuladas con Igs anti-ratbn proliferaron vigorosamente debido a que estas heron 
capaces de especificarnentereconocer a 10s linfocitos B no primados. 
Los linfocitos B pueden capturar a1 Ag mediante pinocitosis o por medio de sus Ig de 
superficie, siendo la PA de 1000 a 10000 veces mhs eficiente si captura al Ag de esta 
idtima forrna (Rock et al., 1984; Abbas et al., 1985). Estos experimentos claramente 
demuestran que las inmunoglobulinas de superficie esth involucradas en la captacibn de 
antigeno facilitando su fitura presentacidn a celulas T, y que pueden conferir una gran 
ventaja a 10s linfocitos B en su actividad presentadora con respecto a otra CPA. 
L7. Importancia de este trabajo 
Como se mencion6 anteriormente la vacunacibn es el principal medio de control de la 
FA. Sin embargo, las vacunas formuladas con virus inactivo inducen respuestas de AcN 
de corta duraci6n siendo necesario la revacunacibn peri6dica. Por el contrario, 10s 
animales que sufien una infecci6n desarrollan un estado inmunitario de larga duraci6n 
caracterizado por altos niveles de AcN que resultan protectores contra la reinfeccibn 
con el serotipo homblogo. Aunque este fenbmeno es conocido desde hace tiempo, las 
bases inmunol6gicas responsables de la prolongada inmunidad inducida luego de la 
infeccibn se encuentran atin sin dilucidar. 
Con la intencibn de comprender la causa de la prolongada respuesta inmune humoral 
al VFA, la primera parte de este trabajo de tesis estuvo dirigida a aclarar si el 
mantenimiento de 10s niveles de AcN puede ser expli&do por un fenbmeno de infection 
persistente del individuo (presentando un modelo de "tipo portador"), o mediante una 
persistencia antigbnica, sin la presencia de particulas infecciosas (persistencia del 
antigen0 mediada por CPA). La segunda parte del trabajo de tesis fbe dirigida a estudiar 
10s mecanismos de accion de dos efectivos inmunomoduladores (Avridine -AVR- y la 
pared de Mvcobacterium -PCM) capaces de inducir una prolongada respuesta humoral 
en 10s animales inmunizados. 
Como resultado global se demostrb que el fendmeno de PA es el responsable de la 
induction y mantenirniento de la respuesta humoral anti-VFA independientemente de la 
forma de inmunizacion utilizada (infeccibn experimental, inmunizacion con diversas 
dosis de VI o mediante la utilizaci6n de inmunomoduladores). 
OBJETIVOS 
I1 OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO DE TESIS 
El objetivo fundamental de este trabajo de Tesis Doctoral, fue obtener una 
formacidn cientifica que me permita generar y Uevar a buen puerto un trabajo de 
investigacidn. - .  
En cuanto al tema especifico en si fie: 
i) Estudiar 10s mecanismos inmunoldgicos que permiten la inducci6n y 
establecimiento de la prolongada respuesta inmune humoral al VFA en un modelo 
murino experimental. 
ii) Comprender 10s mecanismos de accidn de distintos inmunomoduladores que 
posibilitan la induccidn de una mejor mpuesta inmune al VFA. 
Para poder cumplir 10s objetivos generales propuestos h e  necesario alcanzar 10s 
siguientes objetivos parciales. 
-Determinu el (o 10s) organo(s) y la (o las) poblacibn(es) celular(es) que participan 
en la prolongada respuesta inmune humoral. 
-Establecer la posible presencia de una persistente infe~cibn viral. 
-Establecer la presencia e importancia de la PA en la prolongada respuesta humoral 
en 10s animales infectados. 
Dado que se determin6 la presencia de CPA se procedi6 a: 
-Determinar el rol de la masa viral en la PA. 
-Caracterizar la (o las) poblacion(es) celular(es) involucrada(s) en el fenomeno de PA 
-Caracterizar el efecto de distintos Inmunomoduladores en la PA. 
-Determinar el rol de la PA en animales vacunados. 
-Establecer la correla~ibn in vivo entre la presencia de antigen0 circulante y la PA en 
la produccion de Acs contra el VFA en animales vacunados. 
-Determinar el rol de la PA en la respuesta inmune a distintos antigenos defindos 
(peptidos sinthicos). 
MATERIALES Y METODOS 
Se utilizaron ratones lactantes y adultos de la cepa'endocriada Balblc de 60-90 dias de 
edad del Bioterio de INTA-Castelar. Tambidn se utilizaron ratones de las cepas 
endocriadas, C3H del bioterio del Hospital Roffo y C57 Black, Nu/Nu y Nu/+ 
provenientes de la Comisibn Nacional de Energia At6mica (CNEA). 
Virus 
Se utilii6 VFA subtipo 0 1  Carnpos obtenido de epitelio lingual bovino con 2 pasajes 
posteriores en dlulas BHK-21, perteneciente al cepario de INTA. Este se encuentra 
alrnacenado en el banco de nitrbgeno liquid0 del laboratorio de Enfermedades Exoticas 
del CICV INTA-Castelar. Su titulo es de 107,s dosis letales rat6n lactante 50% 
@LRL5O%)/rnl. 
Obtencidn de virus 
A partir del virus semilla, se lo multiplic6 el virus en fiascos rodantes con monocapa 
de cdlulas BHK-21 realizando infecciones cortas con alta multiplicidad de infection 
(MI). Se inoculo 0,l ml del virus semilla, se lo adsorbio por una hora a 37°C y, luego del 
agregado de medio MEM suplementado con 10% de triptosa fosfato, se dejo progresar 
la infecci6n durante 5 horas para congelar 10s hscos a -20°C inmediatamente. A las 12 
horas se descongelaron 10s fiascos, se ajustb el pH a 7,4 y se centrifbgo a 6000 
revoluciones por rninuto (r.p.m.) durante 30' a 4°C para eliminar 10s restos celulares. Del 
sobrenadante se separaron alicuotas para su titulacibn por infectividad en rat6n lactante. 
Inactivacihn de virus 
El virus asi obtenido se inactivo usando bromuro de etilenimina (BEI) (Bahnernann, 
1974). Brevemente: se agrego a la suspensi6n viral BE1 0,lM al 1%. Se mantuvo 
durante 24 horas a 37°C en agitation permanente. El inactivante excedente se neutralid 
con tiosulfato de sodio 0,lM al 1%. Se dqb reposar la suspensibn viral por 48 horas a 
4°C y luego se la centrifbgb por 30' a 4°C a 6000 r.p.m.. Por ultimo se realiz6 el control 
de inocuidad del virus inactivado mediante la inoculacibn i.m. de 100 ratones lactantes 
para descartar posible presencia de virus infective residual. El titulo viral previo a la 
inactivaci6n fbe siempre mayor a 107*5 DLRL5W. 
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IIL2.3 Purificacibn de virus 
El virus inactivado se concentrb con polietilenglicol 6000 al 7%. Se lo c e n t r i w  a 
6000 r.p.m. durante 60' a 4OC; el pellet se lo resuspendit5 en TrisClNa (0,02 : 0,15 M ) 
pH 7,s; se lo clarific6 30' a 6000 r.p.m y el sdbrenadaxite se centfig6 a 15000 r.p.m. 
durante 17 horas a 4°C. Este material fbe resuspendido en Tris-CINa y se mantuvo en 
nitrogen0 liquid0 hasta su purificaci6n mediante de un gradiente preparativo de sacarosa 
15-45 % plv (40000 r.p.m., 10°C, 77'). La masa virica obtenida se cuantifico por 
absorbancia a 259 nm. El material asi obtenido fbe utilizado para inmunizar i.p. 10s 
ratones para- realizar 10s experimentos de reconstitucibn inmunologica. La misma 
metodologia se us6 para purificar al VFA activo. 
Acs monoclonales utilizrrdos 
Se utilizaron 10s siguientes AcM: 
-anti Thy 1.2 
-anti L3T4 
(ATCC TIB 199) 
(ATCC TIB 207) 
(ATCC TIB 150) 
-anti B220 (ATCC TIB 146) 
-anti Ag membrana (ATCC TIB 227) 
-anti I - ~ d  CMH class II (MABS 6275) 
marcador de celulas T 
marcador de &lulas T 
colaboradoras 
marcador de c61ulas T 
citotoxicas 
marcador de celulas B 
marcador de celulas 
dendriticas 
marcador de dlulas capaces 
de presentar antigen0 
Obtenci6n a partir de sobrenadante de cultivo. 
Los hibridomas No 207, 227 y 146 k o n  cultivados en medio RPMI 1640 
conteniendo 10% suero fetal bovino (SFB), 1% de antibiotic0 y Hepes 10 mM. El 
agregado de Hepes permitib mantener constante el pH del medio (7,2) y aumentar 
sensiblemente el nlimero de &lulas obtenidas. Los hibridomas fberon crecidos en botellas 
T-75 en estufh de 37°C con 5% de CO2. El sobrenadante de cultivo fbe centfigado a 
15000 rpm por 15 minutos (para eliminar las impurezas); 10s clarificados fberon 
concentrados 10 veces por ultrafiltraci6n mediante AMICON, y purificados mediante 
cromatografias de inrnunoafinidad utihando (Proteh A, Proteh G) y mediante un 
tamiz molecular (Sephacryl300). 
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IIL3.2 Obtencidn a partir de liquid0 ascitico de ratdn 
Se inyectaron 107 cdulas de 10s hibridoma N099, No 150 por via i.p. a ratones que 
habian sido inoculados 14 dias antes por la misma via con 0,2 ml de pristane (SIGMA). 
Se recogio posteriormente liquid0 ascitico de 10s. ratones tratados y se lo conge16 a - 
20°C. Una fiaccion del liquid0 ascitico proveniente del hibridoma NO99 se purific6 por 
precipitation con sulfato de amonio a1 50%. El precipitado se dializ6 contra PBS pH 8 
hasta la eliminacibn del sulfkto de amonio remanente. El precipitado se titulo por la 
thnica de lisis mediada por complemento utilizando dlulas de timo de raton como 
sustrato. La cuantificaci6n de la lisis celular se determinb por la tticnica de exclusion con 
colorante azul triph. 
La otra fiaccion del liquido ascitico del hibridoma No 99 precipitado con sulfato de 
amonio, y el precipitado con sulfato de amonio del hibridoma 150 fberon purificados por 
columnas de Sephacryl300. 
Los Acs purificados fberon guardados a -20 "C para ser marcados con isotiocianato 
de fluoresceina o utilizados en las pruebas de bloqueo de la PA. 
Obtencidn de sueros polidonales de conejo anti-VFA 0 1  Campos y 
ovoalblimina (OVA) 
Se inocularon por via i.m. 2 conejos con VFA inactivado y purificado y 2 conejos con 
OVA (SIGMA) en Adyuvante de Freund Incomplete (AFI). Los conejos recibieron 
reinmunizaciones a 10s 21 y 42 dias de la primera inoculation y heron sangrados a 
blanco 20 dias despubs. Los sueros se obtuvieron incubando la sangre en placas de petri 
de 15 cm de dihetro durante toda la noche a 4°C. Los Acs heron purificados mediante 
la utilization de columnas de Proteina G y guardados a -20 "C hasta su uso. 
Purificacidn de AcM mediante cromatografia en columnas 
Cromatografia de inmunoarmidad (Proteins A o G) 
Se sembrb 2 ml de ascitis (diluido 114 en PBS) en la colurnna de Proteina A o G, se la 
incubb 60 rninutos a temperatura ambiente, luego se la lavo con PBS (a1 menos tres 
volhenes de columns). Se eluyeron 10s Acs con bu£Fer glicina 0,l M pH 3, 
recogitindose fiacciones de 1 ml, siendo htas neutralizadas (a pH 7 aproximadamente) 
con 100 ul de buffer Tris 0,l M, pH 8. La cuantificacibn de la proteina se realizo por 
espectrofotometro a 280 nrn. La estimacibn de la concentracibn de inmunoglobulinas se 






















Para la purification del Ac anti-Thyl.2 y anti-lyT22 (ambos ACM son IgM) se realizo 
cromatografia de filtracibn con una columna de Sephacryl300. 
Se utilizo una columna de 30 ml de capacidad-y in ninghn caso la cantidad de muestra 
sembrada superb el 5% de ese volumen. Las concentraciones de las muestras a separar 
fberon medidas por el mbtodo de Lowry y siempre heron menores a 10s 30 mg/ml. Se 
utilizo buffer PBS 0,01 M pH 7 y una velocidad de corrida de 4 a 5 gotas por minuto. 
Las muestras se recolectaron en fiacciones de 0,5 ml y fberon leidas a una absorvancia 
de 280 nm en un espectrofotbmetro Beckman DU-70 para la estimation de la 
concentracibn protdica. 
Marcaci6n de Acs con isotiocianato de fluoresceina 
Se adiciono gota a gota 50 pl de isotiocianato de fluoresceina (disuelto en dimetil 
sulfoxido 1 mglrnl.) por cada ml de Ac (2 mgM disuelto en Carbonato de Sodio 0,l M 
pH 9,O). La mezcla fbe incubada a oscuras durante 8 horas en agitation y posteriomente 
se agreg6 el NH4Cl hasta obtener una conmtraci6n final 50 mM. Despues de 2 hs a 4 
"C 10s Acs marcados fberon tratados con glicerol al5% y separados por una columna de 
Sephadex 25 para eliminar la fluoresceina libre. La relacion fluoresceha-proteina fbe 
estimada midiendo la absorvancia a 495 nm y 280 nm. y en todos 10s casos se encontro 
una tasa que oscil6 entre 0,3 y 0,7. 
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111.7 Peptido 135-160 de VP101C 
El peptido fbe producido por el mdtodo de t-Boc en un sintetizador automhtico Du 
Pount Coupler 2200. Se trabaj6 con la secuencia 135- 160 de VPI del VFA 0 1  Carnpos 
publicada por Cheung et.al., (1983). 
Secuencia aminoacidica: 
135-160 Arg Thy Ser Arg Asn Ala Val Pro Asn Val Arg Gly Asp 
Leu Gln Val Leu Ala Gln Lys Val Ala Arg Thr Leu Pro 
135-144 Arg Thy Ser Arg Asn Ala Val Pro Asn Val 
140- 149 Ala Val Pro Asn Val Arg Gly Asp Leu Gln 
145-154 Arg Gly Asp Leu Gln Val Leu Ala Gln Lys 
150-160 Val Leu Ala Gln Lys Val Ala Arg Thr Leu Pro 
IIL8 Formulaci6n de las diferentes vacunas 
8 .  Vacuna anti-VFA 
Se formularon vacunas con diferentes dosis de virus purificado e inactivado (0,5, 1,0, 
5,O y 10 pg). Las vacunas fieron emulsiones agua en aceite conteniendo el Ag en la fase 
acuosa (PBS), siendo la relacion fase acuosaloleosa 1: 1. El volumen de inoculo h e  de 
0,2 ml de vacuna administrado por via i.p. 
Vacuna anti OVA 
Se formularon con dos dosis de Ag (10 y 100 ugr de OVA). Las vacunas son agua en 
aceite, de igual manera que las vacunas anti-VFA. 
Vacuna anti-pCptido 135-160 de VP101C 
Se formularon vacunas con diferentes dosis de Ag (5, 10, 25, 50 y 100 pg.) Las 
vacunas son tambien emulsiones agua en aceite, de igual manera que las vacunas anti- 
VFA. 
Vacuna anti-VFA formulada con AVR o PCM 
Es ampliamente conocido el hecho de que la inmunogenicidad de cada subtipo del 
VFA es diferente (Perez Filgueira, 1996). Por tanto, en raz6n a las caracteristicas de 
10s inmun6genos utilizados, se colocaron cantidades diferentes de cada uno de 10s 
subtipos virales. Asi, para el virus C3185 se emple6 una menor rnasa en la elaboracidn 
de las vacunas, comparado con el Ol-Caseros, respetando las proporciones utilzadas a 
nivel industrial. Las restantes cepas heron incluidas en concentraciones intermedias 
entre estas dos. % I  b . , hw I  
Para la formulaci6n de las vacunas se utilizaron 10s subtipos de VFA 0 1  Caseros, 
C3185, A87 y A79. Las masas antigdnicas utiliwnsn fueron: para 0 1  Caseros = 0,22 
ug, para C3185 = 0,08 ug, A79 = 0,19 ug y para A87 = 0,17 ug. 
Los inmunomoduladores utilizados heron PCM (Berinstein et. al.1991) y AVR 
(Berinstein et. al. 1993). Las concentraciones utilizadas fueron 4 ugldosis para PCM y 
800 ugldosis para AVR siendo adisionado a la fase oleosa de la emulsion. 
IIL9.1 Con virus infeccioso 
Los ratones adultos heron inoculados por via i.p. *con 104 dosis letales raton lactante 
50% (DLRL 50%) de la cepa viral 0 1  Campos en 0.5 ml de PBS pH 7.2. 
III.9.2 Con las distintas vacunas 
Ratones BALBIC heron inoculados por via i.p. con dosis de 0,2 ml de las diferentes 
preparaciones vacunales. 
Extracci6n de sangre, obteneidn de plasma y suero 
Los ratones adultos heron anestesiados con eter y luego sangados por el seno 
retroorbital. La sangre h e  recogida en tubos heparinizados que keron centrifLgados por 
5' a 1500 r.p.m. a 4OC. El plasma sobrenadante se conserv6 en viales a -20°C hasta su 
utilization. 
Titulaciones 
Titulacidn de virus 
Las muestras heron tituladas en rat6n lactante mediante la inoculaci6n i.m. de 0,05 
ml de diluciones en base 10 de la muestra original en PBS. Cada dilucion fbe inoculada 
en una camada de 6 ratones lactantes. Los titulos se calcularon por el mbtodo de Reed y 
Muench a 10s 7 d.p.i. 
Titulacidn de Acs Neutraliintes 
Se empleb el mdtodo "suero fijo-virus variable" para determinar el indice 
seroneutralizante (ISN) en rat6n lactante (Cunha et. al., 1957); se realizaron diluciones 
en base 10 de un stock de virus 0 1  Campos de titulo conocido. Las diluciones de virus 
se mezclaron en partes iguales con plasma inactivado (30' a 56°C) y diluido 115. La 
mezcla se incub6 por 60' a 37OC y postdormente a 4°C por 30'. Los ratones lactantes 
heron inoculados por via i.m. con 0,05 ml de esta mezcla. El ISN se determino por la 
fbrmula. ISN = Titulo virus - Titulo mezcla plasmxvirus. 
III.11.3 Titulacihn de Acs totales anti-virus mediante un ELISA indirecto 
Se realizb un test de ELISA sandwich indirecto para la deteccibn de 10s Acs anti-VFA 
y uno indirecto para la detecdbn de Acs ~ t i - ~ & d o .  Se 'sensibilizaron placas Inmulon II 
(Dynatech) de 96 pocillos con suero de captura conejo anti-VFA 01  Campos o con cada 
uno de 10s p6ptidos utilizados (15 ugr/ml) en buffer carbonato-bicarbonato pH 9,6. 
Luego de una incubaci6n de 12 horas a 4°C se lavaron las placas 3 veces con PBS- 
Tween 20 (O,S%)(PBST) pH 7.4 (todos 10s lavados se realizaron con el mismo buffer). 
Para la deteccibn de Acs se incubaron por 45' en agitation constante 
a 37°C (todas las bajo las mismiis condiciones) con una 
dilucion apropiada de VFA en buffer de bloqueo (PBST 5% suero normal equino) (BB). 
Para ambos ensayos, las placas se lavaron y se las incubaron con las diluciones 
apropiadas, en BB, de 10s sueros a testear. Luego se lavaron 3 veces y se incubaron con 
suero anti-ratbn marcado con peroxidasa (Jackson). Finalmente, las placas se lavaron 5 
veces y se incubaron con una solucibn reveladora buffer citrato-fosfato pH 5, 
conteniendo orthophenilene diarnina dihydrochloride (OPD), H202 (3%). Se fieno la 
reaccibn con el agregado de H2SO4 2,5 N y se leyeron las placas a 490 nm. Los titulos 
de Acs heron expresados como el logaritmo de la inversa de la mayor diiucibn que 
duplica la absorvancia alcanzada por un grupo de sueros de anirnales normales 
III.12 Determinacihn de la persistencia viral mediante 
IIL12.1 Cocultivo de esplenocitos con caulas de tiroides bovina 
Las celulas de bazo de 10s animales adizados W o n  obtenidas por maceracibn del 
organo. Estas heron entonces resuspendidas en medio 199 conteniendo 5% SFB, su 
viabilidad fue anatizada mediante la tinci6n vital con aarl tripan y ajustado su numero a la 
concentracibn deseada. Los esplenocitos (3 n104) fberon cocultivados con monocapas 
de ctilulas de tiroide bovina durante 48-72 hs. La determinaci6n de efecto citopbtico se 
utilizb como criterio de la presencia de vim -ow. 
IIL12.2 Inoculaci6n de macerado de cClulas esplCnicas a ratones lactantes 
Esplenocitos obtenidos de la manera anteriormente descripta heron inoculados por 
via i.m. (0,05 ml) a ratones lactantes de 5-7 dias de edad (Lopez et. al. 1991). El efecto 
viral de determino por letalidad a 10s 7 d.p.i. - . ' 
m12.3 Detecci6n dc genoma viral en cklulas esplCnicas murinas mediante el 
ensayo de PCR 
CClulas de bazo (4 x 106) fberon suspendidas en 180 pl de MEM Eagle y mezcladas 
con 40 pl de proteinasa K (0.5% de SDS, 50 rnM Tris-HC1 pH 8, 100 mM EDTA, 20 pl 
de Vanadly fibrocomplex y 25 pl de proteinasa K (2 mg/ml)) e incubado por 30 rninutos 
a 37 OC. Luego de dos extracciones con fenol-cloroformo, 10s acidos nucleicos (AN) 
fberon precipitado en etanol, disecados y resuspendidos en 6 pl en agua destilada. 
El metodo descripto por Mayer h e  utilizado (Mayer et. al.; 1991) para la 
transcription reversa y PCR. Un par de 20 oligonucl&tidos correspondientes a las 
posiciones 598 y 958 del gen de la polimerasa &l VFA descripto por Martinez-Salas, 
1993 h e  sintetizado para el uso en la reaction de PCR. El adisis del product0 del PCR 
h e  hecho en un gel de agarosa al 1.8% y corrido en buffer TBE a 150V. Bandas de 380 
bases fberon visualizadas luego del tratamiento con bromuro de etidio. El Southern blot 
se realid utilizando un oligonucle6tido de 30 bases interno a 10s iniciadores marcado 
con digoxigenina en la region 3'. El revelado se realid siguiendo las indicaciones del 
fabricante (Boehringer- Menhein). 
IIL13 Preparacihn de suspensionear celulares 
1 1.; - Ii 
Los b z o s  de 1;s animales heron macerados entre dos portaobjetos estbriles 
esmerilados y las dlulas resuspendidas en medio 199 5% SFB; luego de ser lavadas 3 
veces con el mismo medio, las &lulas heron contadas y su viabilidad cuantificada con 
azul triph. 
Para la obtencibn de cClulas B, un total de 800 x lo6 cClulas totales de bazo se 
incubaron durante 60' a 37OC en una atm6sfera con 5% de C02 en un volumen de 50 ml 
(10 ml por caja de Petri). Las dlulas no adherentes del sobrenadante se lavaron una vez 
(por centrifugado a 1200 r.p.m.) y fieron incubadas con suero monoclonal anti-Thy 
litico m h  complement0 de cobayo 60' a 37°C. A1 f i d i  la racci6n se lavaron las 
cdlulas por centdbgado y se cuantificaron en presencia de azul triph para determinar su 
viabilidad. 
Para la obtencibn de &ulas T, se realizd primer0 la elimination de cklulas adherentes 
(del mismo mod0 que para la obtencibn de dlulas B). Luego, un total de 100 x 107 
dlulas no adherentes de bau, se incubaron en colurnna de lana de nylon durante 60' a 
37°C (Borca et. al., 1986). Las c61ulas elddas k o n  tratadas con suero de conejo anti- 
Ig de ratbn litico mas complemento de cobayo-e.incubdas 60' a 37OC. Al finalizar la 
incubacibn se lavaron las dlulas por centrifbgado y se contaron en presencia de azul 
triptin para determinar viabilidad. 
Caracterizacidn de las poblrrciones celulares 
La pureza de las poblaciones celulares B y T obtenidas fbe determinada por 
inmunofluorescencia directa. Para las dlulas B se utilizo un suero anti-Ig de rat6n 
(GIBCO) y para dlulas T un suero monoclonal anti-Thyl.2; arnbos acoplados a 
isotiocianato de fluoresceina. 
Para cuantificar la proporcibn de cdlulas dendriticas, T colaboradoras y T citot6xicas 
presentes en el bazo de raton se utilizaron 10s AcM purificados y marcados (ver 111.3 y 
111.6). Brevemente, 2,s x 105 dlulas, suspendidas en 0,05pl de PBS pH 7,2 con 10% de 
SAB (Sigma) y 0,15% de azida &ca (PAA), se incubaron con igual volumen de una 
dilucion 112 del suero correspondiente por 60' a 4°C (agitando cada 15'). Luego las 
dlulas se lavaron por centrXugacion a 1200 r.p.m. (4 veces) durante 5' y finalrnente se 
resuspendieron en 0,2 ml de PAA. y se las observi, al microscopio con luz ultravioleta. 
Se contaron a1 menos 100 dlulas por muestra en luz visible y cuantific6 las 
fluorescentes. La pureza se expres6 como: 
% pureza = (C6lulas fluorescentes x 100)ln~ero de dlulas totales. 
Preparacicin de las C4ulas Presentadoras de antigeno 
Para llevar a cab0 10s experimentos de PA h e  necesario disponer de celulas capaces 
de actuar como presentadoras de antigeno e incapaces de cumplir cualquier otro tipo de 
bci6n. Para lograr este fin fberon utiiizadas las siguientes tknicas: 
111.15.1 Fijacicin de 10s esplenocitos con Glutaraldehido (GA) 
Las cdlulas obtenidas por macerado de bau> fueron lavados 2 veces con solucion 
salina balanceada. Luego del recuento, 5 x 106 cdlulas se fijaron con 0,05% de 
glutaraldehido (Sigma), durante 30 segundos a temperatura ambiente. La reacci6n se 
fien6 por el agregado de un volumen semejante de lisina 0,2 M (Sigma) en PBS pH 7,4. 
Las celulas fberon entonces centrifbgadas y lavadas dos veces antes de ser utilizadas. 
II1115.2 Inactivaci6n de 10s esplenoeitos por irradiacibn 
In  vim: Con el objeto de deterrninar la dosis optima de irradiacion para la obtencion 
de CPA, tres grupos de animales dadores se irradiaron con 5,50, 6,50 y 7,00 Grys en la 
bomba de cobalto C4M60 de la CNEA (Ezeiza); L.iis.dlulas obtenidas de estos animales 
heron transferidas dos &as post-irradiacibn. Con esta metodologia se obtuvieron entre 
30 y 45 millones de celulas fjor animal dador. 
In vitro: Para optimizar el rendimiento de celulas presentadoras por animal, la 
suspensi6n celular primaria h e  preparada en medio RPMI 1640 conteniendo 5% SFB. 
Se efectuaron tres lavados con el mismo medio inicial y la tiltima resuspensibn se 
realiz6 en medio RPMI 1640, 10% SFB. Las dlulas fieron entonces irradiadas con 15 y 
30 Grys en un Gamma Cell 220 con una h t e  de cobalto 60 de 13.203 curies. De esta 
manera se log6 obtener entre 90 y 1 10 millones de dlulas por animal dador. 
Todos 10s ensayos de PA descripos em este trabajo de tesis fieron realizados con 
celulas irradiadas irt vitro con 1 5 Grys. 
Ensayos de transferencia celular 
Transferencia de esplenocitos de animales infectados o vacunados a 
receptores (a) normales o (b) irradiados 
a) Ratones de 60 a 90 &as de edad fieron infectados o vacunados (III.9), y a distintos 
tiempos post-inoculaci6n sus esplenocitos (200 x 106) heron transferidos a receptores 
no tratados por via i.p. Los niveles de Acs alcanzados se rnidieron a distintos tiempos 
post-transferencia por SN y ELISA 
b) Se transfirieron 200 x 106 esplenocitos provenientes de animales infectados (1 80 a 
210 d.p.i) a receptores que habian sido inmunosuprimidos por irradiation (6.5 Grys por 
rat6n) 24 hs antes de la transferencia. Como control, un grupo de 10 animales receptores 
fie infectado (III.9.1) y a 10s 7 y 12 d.p.t. Se corrobor6 la presencia de virus circulante y 
la ausencia de Acs anti-VFk mediante SN y ELISA. 
IIL16.2 Transferencia de CPA de animales infectados o vacunados a 
receptores normales o sensibilidos pmiamente con el virus 
inactivo 
Se transfirieron intraperitonealmente 135 x 106 CPA (III.15.2) de animales infkctados 
a receptores nomales o a receptores presensibilizados (con 0.1, 0.5 o 1 ugr de VFA 
inactive en PBS) y cuyos titulos sbrioos de Acs anti-VFA se habian negativizado (se 
considera que un animal se negativiz6 cwumdo el titulo Acs por SN o por ELISA es < a 
1). Los niveles de Acs alcanzados a 10s 9 y 12 &as post-transferencia (d.p.t) fberon 
cuantificados por SN y ELISA. 
Los ensayos de transferencia de CPA de -qhnales vacunados con las distintas 
formulacioaes heron realizados en r q t o r e s  presensibi'~os (vscunsdos con 0,5 ugr 
de VFA inactivo en PBS como vehiculo) y negativizados. 
IIL16.3 Doble transferencias 
lIL16.3.1 Transferencia de espTenocitos de animales infectados o vacunados a 
receptores normales y las CPA de estos a receptores presensibilizados 
Se inocularon por via intraperitoneal200 x 106 esplenocitos de animales infectados o 
vacunados con 10s distintos inmunomoduladores (90 d.p.v.) a receptores normales. 
Se midieron 10s niveles de Acs alcanzados a 10s 45 y 135 d.p.t. mediante SN y 
ELISA. Estos receptores, a su vez, se utiliion como dadores de CPA (150 x 106) que 
fberon transferidas a receptores presensibilizados y negativizados. Los niveles de AcN 
alcanzados a 10s 9 dias post- transferencia heron cuantificados mediante SN y ELISA. 
Ensayos de produccibn e inhibicibn de Acs in vitro 
La suspensi6n de dlulas esplenicas fhe obtenida por disrmpcion del organo por 
medio de portaobjetos con bordes esmerilados en medio RPMI 1640 conteniendo 5% 
SFB y Hepes 10 mM. El agregado de Hepes permiti6 mantener constante el pH del 
medio (7,4) y aumentar sensiblemente el nlimero de dlulas obtenidas por 6rgano ya que 
10s linfocitos murinos son muy sensibles a la alcalinizacion del medio, que ocurre al 
tomar contact0 con el ambiente. 
Las &lulas obtenidas heron lavadas (3 veces) con el rnismo medio y la idtima 
resuspensi6n se re- en medio RPMI 1640, 20% SFB, 10 mM Hepes, 0,1% 2- 
mercaptoetanol(2-ME), y 1% de antibi6tico. El rendimiento habitual fbe de 80 a 120 x 
106 cblulas por bazo . 
Cultivo v ~roduccion de Acs in vjtro m r  linfocitos murinos: 
Los cultivos fberon realizadas en placas de 96 pocillos, conteniendo 250 ul de 
volumen final. Se realizaron pruebas molnteniendo el cultivo durante diferente cantidad de 
dias y utilizando dos diferentes concentraciones de dlulas. Como parhetro para 
seleccionar las mejores condiciones para la prueba se utilizaron la viabilidad celular y la 
produccion de Acs especificos detectados en el sobrenadante de cultivo. Para 10s ensayos 
se utilizaron linfocitos de bazo de ratbn BdWc inoculados intraperitonealmente con lo4 
DLRL+5O%. Como control positivo del modelo se utilizaron linfocitos de bazo de raton 
Balblc vacunados intraperitonealmente con 10 u p d e  OVA en AIF. 
Se eligi6 la OVA como un control (+) del modelo de produccion de Acs in vitro 
debido que es conocida la capacidad que posee para ser presentada eficientemente en el 
context0 de CMH de clase 11 wdard et. al., 1992) 
Prueba de inhibicion de la. ~roducci6n de Acs es~ecificos mediante el bloaueo con Acs 
monoclonales 
Se midi6 el efecto de varias concentraciones de AcM anti-CMH de clase 11; L3T4; 
B220 y Thy 1.2 y Acs policlonales anti OVA y VFA en la inhibicibn de la produccion de 
Acs in vitro. Los ratones fieron infectados con 104 DLRLSO% o vacunados con las 
diferentes formulaciones. A 10s 90 dias, las &lulas esplenicas heron removidas y se 
prepararon 10s cultivos celufares de la manera descripta anterionnente. Concentraciones 
diferentes de Acs bloqueantes fieron adicionadas en el medio de cultivo durante el 
primer dia del ensayo. Al segundo dia el medio de cultivo h e  reemplazado con el objeto 
de eliminar el exceso de Acs bloqueantes y 5 &as despubs se cuantifici, la presencia de 
Acs en el sobrenadante de 10s cultivos mediante el ensayo de ELISA. 
Ensayos de inhibici6n de la Presentaci6n AntigCnica in vivo 
Se incubaron (CPA 500 x 106) (II1.15.2) de animales infectados (180 d.p.i.) con un 
AcM anti I - ~ d  CMH class 11 (0,05 mglml) o con un suero anti OVA (como 
contro1)purificado por una columna de Proteina G (0,05 mglml). 




Evaluaci6n in viva de l a  bases celulares de la prolongada 
respuesta inmune humoral en animales experimentales 
infectados o inmunizados con virus inactivo purificado (VI). 
Evaluaci6n del (o 10s) brgano(s) involucrado(s) en la inducci6n y 
mantenimiento de la respuesta inmune humoral inducida durante la 
infecci6n con VFA. 
Con el fin de evaluar el o 10s organos linfoideos involucrados en la produccibn de la 
respuesta inmune humoral en animales i n f d o s  con VFA, se infectaron ratones adultos 
Balblc y a 10s 90 d.p.i. se midi6 el ISN. Las dlulas de bazo, higado, ganglios inguinales y 
las combinatorias de estas fberon t h e r i d a s  a animales receptores normales, y a 10s 60 
dias post transferencia (d.p.t.) se determin6 su ISN (figwa 3). 
Solamente 10s animales que recibieron las celulas provenientes del bam fberon 
capaces de inducir una respuesta detectable de AcN (tabla 1). 
Figura 3 Esquema de transfefencia celular para la evaluacibn de la prolongada 
respuesta humoral al WA 
A difkrenta tiempos post-transferencia 
J 
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Tabla 1 Acs neutralizantes inducidos en receptores normales 
Grupo Bau, Ganglio HCgado ISN DS 
control (-) 140 x 106 30 x 106 30 x lo6 0,30 0,15 
Ratones Balblc no tratados recibieron i.p. dlulas de distintos 6rganos provenientes de 
animales infectados (ISN de 10s dadores 4.2 ). A 10s 60 d.p.t. se obtuvieron muestras de 
plasma de 3 animales por grupo y se determin6 su ISN. Los valores de la tabla 
corresponden al promedio de las 3 mediciones. El DS h e  siempre inferior a 0,40 en 
todos 10s grupos experimentales. - .  
Caracterizacidn de las cC1ulas de bazo utilizadas en 10s experimentos 
de transferencia de cClulas esplCnicas. 
Tabla 2 Caracterizaci6n fenotipica (por inmunofluorescencia) de las celulas de bazo de 
animales a 10s 90 dias post-infeccibn 
anti - caulas B (anti B220) 27,O 1,17 
anti - caulas T (anti Thy 1.2) 28,3 1 9  
anti - c&ulas T colaboradoras (anti L3T4) 17,O 1,37 
anti - c4lulas T citotiixicas (anti Ly T22) 14,O 1,13 
anti - c&ulas dendriticas 34 095 
anti - IG de rat6n 29,4 1,03 
CClulas de bam (2.5 x 105) provenientes de &ales infectados heron caracterizadas 
utilizando 10s diferentes AcM marcados con FICT. Se cuantificaron la cantidad de 
dlulas fluorescentes correspondientes a un total de al menos 100 c6lulas observadas con 
luz visible. La pureza se expresi, como: 
% pureza = (nhero de cClulas fluorescates / numero de celulas totales) x 100. 
Evaluacidn del nrimero 6ptimo de esplenocitos provenientes de 
dadores infectados necesuios para inducir una prolongada respuesta 
humoral en un receptor normal 
Para optimizar el numero de cdulas en 10s h r o s  ensayos de transferencia, se estudi6 
la respuesta de AcN inducidos en 10s reaptores norrnales luego de ser transferidos con 
50 x 106, 100 x 106, 150 x 106, 200 x 106 y 300 x lo6 esplenocitos provenientes de 
animales infkctados (90 d.p.i.1 (figura 4). Tanto 200 x lo6 como 300 x lo6 celulas 
indujeron una respuesta de AcN elevada hasta el final del experiment0 (dia 180 p.t.). Los 
animales que recibieron 150 x 106 dlulas presentaron una respuesta de AcN menor 
mientras que aquellos receptores que rccibieron cantidades inferiores a 150 x 106 no 
mostraron titulos detectables de Acs. Se eligib 200 x 106 como el nbe ro  6ptimo de 
dlulas a utilizar en 10s siguientes experimentos. 
Figura 4 Transferencia de distinto niimero de esplenocitos de dadores infectados 
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Ratones Balblc recibieron i.p. distintas cantidades de esplenocitos provenientes de 
dadores infectados. A diferentes d.p.t. se obtuvieron muestras de plasma de 4 animales 
por grupo y se determinb el ISN. Cada punto corresponde al promedio de 4 mediciones. 
El DS fbe siempre inferior a 0,40 en todos 10s grupos experimentales. 
Efecto de la antigiiedad de la respuesta inmune en la capacidad de 
esplenocitos provenientes de dadores infectados en inducir Acs en 
receptores normales 
Se transfirieron esplenocitos a 10s 90, 120 y 180 dias post-infeccion a receptores 
normales con el fin de a n a l i i  la capacidad de inducir AcN en el nuevo huesped. 
Los receptores montaron una significativa respuesta de AcN que fbe detectada recikn 
a 10s 30 d.p.t y que se prolong6 hasta el dia 210 (tiempo que durb el experimento) sin 
que haya diferencias significativas entre 10s distintos grupos experimentales (figura 5). 
De hecho, las dlulas transferidas fberon capaces de inducir en 10s receptores una 
respuesta similar a la que se desarrolla en un rat6n virgen que es infectado con VFA. 
Figum 5 Transferencia de provenientes de dadores infectados a distintos 
d.p.i. a receptors notmales 
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Ratones Balblc virgenes recibieron i.p. 200 x 106 esplenocitos obtenidos de dadores a 
distintos tiempos post-infeccibn. A diferentes d.p.t se obtuvieron muestras de plasma de 
3 receptores por p p o  y se determinb el ISN. Cada punto corresponde al promedio de 3 
mediciones y el DS h e  siempre inferior a 0,35. 
N.1.5 Evaluaci6n de la capacidad de dadores inmunizados con diferentes 
vacunas en la inducci6n de una respuesta humoral en receptores 
normales 
N.1.5.1 Transferencia de esplenocitos provenientes de dadores inmunizados 
con distintas dosis de virus inactivado 
Para analizar si el fenbmeno de transferencia de la respuesta inmune era dependiente 
de la presencia de la replicacibn viral en el dador, ceulas de bazo de animales vacunados 
60 dias antes con 0,1, 1 y 10 ugr de VI en PBS o AIF fieron transferidas a receptores 
normales (figura 6 A y B). 
Los resultados demuestran que el VI es tan eficiente como el virus activo en la 
sensibiiizaci6n de las &lulas dadoras, por lo que el virus infective no seria el responsable 
de la respuesta de AcN en 10s receptores. 
Es importante destacar que la respuesta de AcN anti-VFA obtenida en 10s receptores 
correlacion6 con 10s titulos de AcN de 10s aninales dadores. 
Como un segundo m&odo de detwi6n de Acs anti-aftosa, 10s sueros fberon tambidn 
analizados por ELISA. Los titulos de ELISA correlacionaron con 10s hallados por S.N. 
Para corroborar la eficiencia del sistema de transferencia utilizado, se incluy6 a OVA 
como un antigen0 control. La respuesta humoral inducida por el virus activo y el virus 
inactivo fbe similar a la de la OVA que es una proteina bien descripta como inductora de 
respuesta de memoria y PA (Vidard, et. al., 1992). 
Figura 6 A y B: Transferencia de esplenocitos de animales infectados o vacunados 
a receptores normales 
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Ratones Balblc virgenes recibieron i.p. 200 x lo6 esplenocitos de dadores infectados, 
vacunados con 10 ugr de OVA en AIF, o inmunizados con distintas concentraciones de 
VI en PBS o AIF. A diferentes d.p.t se obtuvieron muestras de plasma de 3 receptores 
por grupo y se determino el ISN (figura A) y 10s Acs anti-VFA y anti OVA por ELISA 
(figura B). Cada punto representa a1 promedio de 3 mediciones. En la figura A el DS fbe 
siempre inferior a 0,3 5, mientras que para la figura B el DS fbe siempre inferior a 0,20. 
Los valores entre parentesis corresponden a 10s titulos de Acs de 10s animales dadores a 
10s 60 d.p.v. 
IV.1.5.2 Transferencia de esplenocitos de dadores inmunizados con vacunas 
formuladas con diferentes inmunomoduladores 
Con el fin de analiiar la influencia de diferentes inmunomoduladores en la formulacion 
de vacunas que utilizan VI como antigeno, cklulas de bazo de animales vacunados con 
VI + AVR, VI + PCM y VI (sin el agregado de inmunomoddador) en el vehiculo oleoso 
fberon transferidos a receptores n o d e s .  
Las dldas  de anirnales inrnunizados con VI + AVR indujeron Acs anti-VFA 
detectados por ELISA y SN en 10s receptores n o d e s  de igual forma que 10s 
esplenocitos de animales infectados. Los anirnales que recibieron las cdulas de 10s 
animales vacunados con VI + PCM o el VI en vehiculo oleoso, llamativarnente so10 
produjeron altos titulos de Acs anti-VFA detectables por ELISA mientras que la 
respuesta de AcN li gg 10s valores basales (figura 7 A y 7 B). Y l  
Figura 7 (A y B) Transferencia de esplenocitos de animales infectados o inmunizados con 
vacunas inmunomoduladas a receptores normales 
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Ratones Balblc heron inrnunizados con diferentes formulaciones y a 10s 60 d.p.i 200 
x 106 esplenocitos heron transfe3idos a receptores normales. A 10s 30 (A) y 60 (B) 
d.p.t. se obtuvieron muestras de plasma de 3 anirnales por grupo. Cada muestra de 
plasma se di por S.N. y ELISA. 
IV.2 Identificacidn de 10s t i p  celulares involucrados en la transferencia 
de la respuesta humoral en dadores infeetados 
Para identificar el tip0 celular respomable de la transferencia de la respuesta inmune a 
10s receptores normales se transfirieron poblaciones celulares altarnente enriquecidas de 
dlulas no adherentes, &lulas B y celulas T. 
Mientras las dlulas no adherentes y las dlulas B indujeron una respuesta semejante a 
las dlulas totales de bazo, 10s liiocitos T purificados fberon completamente ineficientes; 
por lo tanto, 10s linfocitos B resultaron ser suficientes para la inducci6n de Acs en 10s 
receptores normales (figura 8). 
Figura 8 (A y B) Transferencia de dlulas no adherentes, celulas B y &lulas T de dadores 
infectados a receptores normales 
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Grupos de ratones Balblc virgenes recibieron i.p. esplenocitos de dadores infectados 
(200 x 106)~ dlulas no adherentes (130 x 1061, cblulas B (95% de pureza) (95 x 106) o 
con celulas T (94% de purwa) (95 x 1061, respectivamente. A diferentes d.p.t se 
obtuvieron muestras de plasma de 3 receptores por grupo y se determino el ISN (figura 
A), y 10s Acs anti-VFA por ELISA (figura B). En la figura A el DS fie siempre inferior a 
0,35, mientras que para la fipra B el DS h e  siempre inferior a 0,20. 
Papel de I s  c&ulas plasmhticas en la transferencia de la respuesta 
humorai ; 1m- I -  
Ya que 10s linfocitos B son sensibles a la irradiacibn (Ruhl, et. al., 1973) y que las 
dlulas plasmaticas son resistentes a bsta (Blazck, 1976, Dobranova, et. al.,1983), se 
utilizb esta caracteristica para evalw el papel de 10s plasmocitos en la prolongada 
induction de Acs en 10s receptores. 
La transferencia de esplenocitos provenientes de dadores infectados indujo una 
respuesta humoral en 10s animales receptores irradiados. Dicha respuesta se increment0 
cuando se adicionb virus en 10s animales feceptores, lo que demosth que entre 10s 
esplenocitos transferidos existen dlulas B que son capaces de diferenciarse a dlulas 
plasmaticas (figura 9). A d e h ,  la transferencia de esplenocitos irradiados fie incapaz de 
inducir Acs en ambos grupos (el grupo que recibi6 10s liiocitos irradiados + PBS y el 
que recibib 10s linfocitos irradiados + virus) (figura 9) demostrando que 10s Acs 
inducidos en 10s animales receptores son la consecuencia de la diferenciacibn de cdulas 
B a dlulas plasmtiticas y no el product0 de las dlulas plasmaticas transferidas. 
Figura 9 
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Ratones Balblc irradiados recibieron i.p. 200 x lo6 esplenocitos provenientes de 
dadores normales, infectados o infectados e irradiados. Cada grupo de animales 
receptores fie dividido en dos y se les inoculb i.p. virus o PBS (como control). A 10s 7 y 
12 d.p.t se obtuvieron muestras de plasma de 3 animales por grupo y se determino el 
ISN. Cada punto corresponde al promedio de 3 mediciones. 
Evaluaci6n de la respuesta inmune humoral inducida en ensayos de 
transferencia de esplenocitos utilizando ratones con diferentes 
haplotipos. 
Con el objeto de determinar si diferentes CMH de clase I1 pueden afectar la induction 
de Acs en 10s animales receptores normales se evalu6 la respuesta humoral inducida en 
ratones C3H y C57 Blacks (haplotipo Wk y b/b respectivamente) a distintos d.p.t. Los 
animales receptores fieron transferidos con esplenocitos provenientes de anirnales 
infectados, vacunados con 10 ugr de VI en vehiculo oleoso, 10 ugr de OVA en el mismo 
vehiculo o con c6lulas de animales no tratados, como control negativo. Como h e  
mencionado anteriormente la OVA fie utilizada como control positivo debido a que se 
ha demostrado que esta proteina es presentada muy eficientemente en el context0 de 
CMH de clase I1 (Vidard, et. al., 1992) (figura 10 A y B). 
Los resultados demuestran que la inducci6n de Acs en el modelo experimental no es 
dependiente del haplotipo. 
Figura 10 A Transferencia de eaplenocitos provenientes de animales C3H 
infectados,~ vacunados wn &eqtes formulaciones, a animales 
receptores C3H normales 
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Ratones virgenes C3H y C57 Blacks recibieron i.p. 200 x lo6 esplenocitos 
provenientes de dadores singeneicos infectados, vacunados con 10 ugr de VI en AFI o 
inmunizados con 10 ugr de OVA en AFI. A diferentes d.p.t se obtuvieron muestras de 
plasma de 3 animales receptores por grupo y se determino por ELISA 10s Acs anti-VFA 
y anti-OVA. 
Evaluacidn del papel deJ sistema inmune de 10s animales receptores 
en la respuesta bumoral inducida post-transferencia 
Con el fin de determinar si el sistema inmune de 10s animales receptores era 
fhndamental en la induccibn de Acs post-transferencia, se transfirieron esplenocitos de 
animales infectados a animales receptores que habian sido inmunosuprimidos 
previamente mediante irradiacibn. 
Los esplenocitos provenientes de 10s cmimales infectados fUeron capaces de inducir 
una clara respuesta humoral en 10s receptores irradiados (figura 11). Estos resultados 
indican que las cblulas del donante son suficentes para el establecimiento del fen6meno 
en el receptor. 
Figura 11 cia de esplenocitos obtenidos de dadores infectados a 
animales receptores irradiados 
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Ratones Balblc heron irradiados con 6.5 grys 24 hs antes de ser transferidos con 200 
x 1 o6 esplenocitos provenientes de an ides  infectados (1 80 a 21 0 d.p.i) 
Un grupo de 10 anirnales receptores fbe infectado (+) como control de 
inmunosupresicin. A 10s 7 y 12 d.p.t. se midieron 10s Acs anti-VFA por ELISA. Los 
resultados corresponden al promedio de 3 animales de dos ensayos independientes. El 
DS h e  siempre inferior a 0,25 en todos 10s casos. 
Estudio de la persistencia v i d  como posible causa de la prolongada 
respuesta inmune humoral en 10s animales receptores 
La duraci6n de la respuesta hurnoral luego de la infeccicin viral con VFA es 
prolongada a diferencia a la inducida por vacunas convencionales con VI que son 
significativamente mhs cortas. 
Con el fin de determinar si la persistencia viral era el mecanismo por el cud 10s 
animales receptores (de esplenocitos provenientes de animales infectados) inducen una 
respuesta humoral por m6s de 360 d.p.t., so realizaron experimentos cuyo objetivo h e  el 
de detectar la posible presencia de virus infeccioso en las dlulas transferidas. 
Cocultivo de esplenocitos con c&phs sensibla al VFA (BHK y de tiroides 
. - .  . bovina) 
Se cultivaron esplenocitos provenientes de ratones previamente infectados (30, 60 y 
90 d.p.i) con dlulas BHK 21 y con cultivos primario de tiroide bovina. Se r e a h o n  dos 
pasajes ciegos con 10s sobrehadantes de cultivo, sin embargo, en ningim caso h e  posible 
detectar la presencia de virus infectivo. Como control positivo se utilizo esplenocitos de 
dadores infectados 24 hs antes. 
Inoculacidn de macerado de c&ulas esplbnicas provenientes de animales 
infectados a ratones lactantes 
Se inocul6 i.m. un macerado de dlulas de bazo de animales infectados (30, 60 y 90 
d.p.i) a 96 ratones lactantes de 5 a 7 dias de edad . El efecto viral se deterrnin6 por 
letalidad a 10s 7 d.p.i. En ringin caso fie posible detectar presencia de virus infectivo. 
N.6 Deteccibn de la presencia de genoma viral en 10s esplenocitos 
utilizadas en las transferencias 
-, 1- 1  ' I  [ r l  1 ' ;  4 
Para corroborar 10s resultados descriptos anteriormente se trat6 de detectar la 
presencia de genoma viral mediante PCR en 10s esplenocitos de 10s animales infectados 
que heron utiliidos como dadores en 10s ensayos de transferencia. 
El ensayo de RT-PCR utilizado result6 2 logaritmos m6s sensible que la detecci6n de 
virus infeccioso mediante la inoculaci6n de ratones lactantes. Los resultados demostraron 
que, con la sensibilidad de la prueba, no h e  posible detectar genoma viral en 10s 
esplenocitos de dadores infectados. 

IV.7 Evaluacidn del papel do la Presentacidn Antigbnica en la induccibn y 
mantenimiento de la mpuesta humoral en animales infectados 
Habidndose descartado que la prolongada respuesta humoral inducida por 10s 
esplenocitos de animales infectados en 10s animales receptores es debida a una infection 
persistente, se decidib estudiar el fenbmeno de PA y su posible papel en la induction y 
mantenimiento de la respuesta inmune. 
IV.7.1 Deteccidn de cblulas presentadoras de antigen0 especificas para el 
VFA en el bazo de animales infectados 
En primer lugar fbe necesario desarrollar una metodologfa que permitiese detectar la 
presencia de celulas CPA. Basicamente, se realiz6 una transferencia de esplenocitos 
irradiados o fijados provenientes de animales infectados (un sistema en donde 
supuestamente se encontraban presentes las CPA) a animales receptores normales con el 
fin de inducir una respuesta primaria. La falta de esta respuesta Ilevo a utilizar animales 
receptores presensibilizados (vacunados y negativizados), de manera que la respuesta 
ante la potencial presencia de epitopes del VFA en las cdlulas donates, &era m b  rhpida 
y potente que la inducida en la respuesta primaria. 
La fijacion con glutaraldehido o irradiacibn de 10s esplenocitos permitio evitar que las 
cdlulas de 10s animales donantes reaccionen produciendo Acs anti-VFA (Acs que podrian 
ser confundidos con la respuesta inducida en 10s animales receptores) (figura 12). 
En estos experimentos el animal receptor a c h  como un sistema revelador, si se 
detectan Acs anti-VFA implica que el antigen0 fbe presentado por las cdlulas transferidas 
Se estandarizo la dosis de virus inactivo necesaria en 10s animales receptores de 
manera que 10s animales se encuentren sensibiidos ante el virus pero sus niveles de 
Acs hayan descendido a niveles basales (para evitar que 10s anticuerpos previos a la 
transferencia no Sean confundidos con 10s inducidos por las CPA) (figura 13). 
Debido al bajo rendimiento de CPA obtenidas cuando se irradian 10s animales dadores 
se procedio a irradiar 10s esplenocitos de 10s animales dadores in vitro (figura 14), 
logrindose reducir en un 300 % el nhnero de animales dadores necesarios. 
La mayor sensibilidad f b t  obtenida cuando se irradiaron in vitro 10s esplenocitos con 
15 Grys y se utiliion animales receptores vacunados con 0,5 ugr de VI en PBS (Tabla 
4). 
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Figura 12 Ensayo de Presentad611 Antighica: irradiaci6n in vivo 
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Figura 13 Cindticas de las re8puestas humorales de 10s receptores (previa al ensayo 
de PA) 
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Ratones Balblc heron inmunizados con 0,l; 0,5 y 1,O ugr de VI en PBS. A diferentes 
d.p.v se obtuvieron muestras de plasma de 4 animales por grupo y se determint5 la 
presencia de Acs totales anti-VFA por ELISA Cada punto corresponde al promedio de 
4 mediciones. En ningh caso el DS fie superior a 0,20. 
FIGURA 14 Ensayo de P r e s e d 6 n  Antighica: irradiacibn o fijacibn con GA 
in vim 
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Tabla 4 Establecimiento dd sistema de Presentacibn Antigbnica 
CClulas de bazo (150 x 106) provenktes de animales infectados (45 d.p.i.) keron 
irradiadas o fijadas con GA (solo pue$en actuar como CPA) y t rderidas a animales 
receptores irradiados, n o d e s  o presensibikdos. A 10s 9 &as post-transferencia se 
midio la respuesta de Acs por ELISA. Cada valor corresponde al promedio de 4 
mediciones. . - 
Una vez estandarizado el sistema de detBCCi6n de CPA se evalu6 la presencia de Bstas 
en animales infectados a distintos tiempos post infecci6n (45,60 y 365 d.p.i.). 
Los esplenocitos irradiados provenientes de animales infectados (CPA) fberon 
capaces de inducir una respuesta secundaria en 10s anirnales receptores 
independientemente de la antigiiedad de la infeccibn (figura 15). 
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Ratones Balblc fberon infectados con 10 x 104 DLRL 50% y a 10s 45,60 y 365 d.p.i. 
se obtuvieron las muestras de plasma de 4 animales por grupo. Cada muestra de plasma 
se analizo por SN y por ELISA. Cada barra corresponde al promedio de 4 mediciones. 
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Ratones Balblc presensibilizados recibieron i.p. 150 x lo6 CPA provenientes de 
animales infectados a distintos tiempos. A 10s 9 d.p.t se obtuvieron las muestras de 
plasma de 3 receptores por grupo y se determind el ISN y 10s Acs anti-VFA por ELISA. 
Cada barra corresponde a1 promedio de 6 mediciones product0 de dos ensayos 
independientes. 
IV.7.2 Habilidad de las c4ulas B como c4lulas presentadoras de antigeno 
Los resultados descriptos previamente demostraron que las cdlulas B de animales 
infectados eran las responsables de la induccidn de Acs en 10s receptores n o d e s  
(figura 6A y B). Con el fin de conocer si 10s liocitos B de animales infectados eran 
capaces de presentar antigeno en este sistema, se evalub el papel de las dlulas B en la 
presentacidn del antigeno. Los resultados demostraron que 10s linfocitos B son capaces 
de presentan el antigeno eficientemente (figura 16 A y B). 
Figura 16 A Titulos de Acs de los animales dadores (infectados a distintos tiempos 
con el VFA) 
Ratones Balblc heron infectados con 10 x 1 o4 DLRL 50% y a 10s 45 y 3 10 d.p.i. se 
obtuvieron las muestras de plasma de 3 animales por grupo. Cada muestra de plasma se 
analizo por SN y por ELISA. Cada barra corresponde a1 promedio de 3 mediciones. 
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Ratones Balblc presensibilizados recibieron i.p. 90 x lo6 CPA (B) (Linfocitos B 
irradiados) provenientes de animales a distintos tiempos p.i.. A 10s 9 d.p.t se obtuvieron 
las muestras de plasma de 4 receptores por grupo y se determino el ISN y 10s Acs anti- 
VFA por ELISA. Cada barra corresponde a1 promedio de 4 mediciones. 
Papel de las caulas T en 10s ensayos de PA 
Para comprobar la importancia de las dlulas T en 10s ensayos de PA se transfirieron 
CPA provenientes de ratones Nu/+ y Nu/Nu (atirnicos) a receptores presensiblilizados 
Nu/Nu y Nu/+. 
Las CPA provenientes de animales Nu/+ infectados indujeron una importante 
respuesta secundaria en 10s animales receptores Nu/+ pero fueron incapaces de inducir 
una respuesta en 10s receptores Nu/Nu, demostrando la importancia de la interaccion 
entre las CPA y las dlulas T del animal receptor. Ad mismo, las CPA provenientes de 
animales NuJNu infectados heron eficientes en su capacidad de presentar el antigeno 
cuando &on transferidas a receptores Nu/+, comprobando asi que las CPA no 
necesariamente dependen de la presencia de 10s linfocitos T del dador para su activacion 
(Tabla 5). 
Tabla 5 Papel de las dlulas T de 10s snimales receptores en 10s ensayos de PA 
Dadores ISN DS Receptores: - Elisa DS ISN DS 
Nu/+ 4,OO 0,70 NU/+ 2,40 0,OO 330 0900 _ 
Nu/+ 4,OO 0,70 Nu/Nu 0,75 0,21 1,35 0,20 
NuMu 3,18 0,45 Nu/+ 2,40 0,OO 330 0,Oo 
Ratones Nu/+ y N a u  presensib'ilizados recibieron i.p. 150 x lo6 CPA provenientes 
de animales infectados con 10 x 104 DLRL 50% (45 d.p.i.). A 10s 9 d.p.t se obtuvieron 
las muestras de plasma de 3 receptores por grupo y se determino el ISN y 10s Acs anti- 
VFA por ELISA. Cada valor corresponde al promedio de 3 mediciones. Los controles de 
irradiacibn y de transferencia tuvieron titulos de Acs medidos por ELISA < a 0,45. 
Correlacidn entre el titulo de Acs anti-VF'A y su capacidad de 
presentar el antigeno en animales dadores inmunizados con virus 
inactivo 
IV.8.1 Evaluacidn del papel de la masa viral en la Presentacidn AntigCnica 
Se inrnunizaron animales con vacunas formuladas con diferentes masas antighicas y 
se evalu6 la induction de CPA en cada uno de 10s casos. 
Los resultados demostraron que las CPA de 10s ratones inmunizados con 2 ugr de 
virus inactivo fberon muy eficientes en 10s ensayos de PA, rnientras que las CPA de 10s 
animales inmunizados con dosis menores (1 o 0,s ugr) resultaron incapaces de inducir 
una respuesta detectable (figura 17). 
Es muy importante destacar que en todos 10s casos exist* una directa correlacion 
entre el titulo de Acs anti-VFA del dador y la capacidad de sus cdulas de actuar como 
presentadoras de antigeno. 
Figura 17 Presencia de CPA en animes vacunados con diferentes dosis de 
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Ratones BaWc presensibilizados recibieron i.p. 150 x lo6 CPA provenientes de 
animales inmunhados 30 dias antes con 0,5; 1,O o 2,O ugr de VI en PBS. A 10s 9 d.p.t. se 
obtuvieron las muestras de plasma de 4 animales por grupo y se determinaron 10s Acs 
anti-VFA. Cada punto corraponde a1 promedio de 4 mediciones. 
Cinbtica de la presencia de CPA en dadores inmunizados con virus 
inactivo 
Se evalub la capacidad presentadora de d g e n o  en animales inmunizados con 0,5 ugr 
de VI en PBS a 10s 15 y 30 d.p.v. Los esplenocitos provenientes de 10s animales 
inrnunizados 15 dias antes de r ea l i s e  el ensayo fberon muy eficientes en 10s ensayos de 
PA; mientras que 10s esplenocitos provenientes de animales que fberon inmunhados con 
30 dias de anterioridad no lograron actuar como CPA. En ambos casos se observo una 
directa correlacibn entre la habilidad de 10s esplenocitos de 10s animales dadores de 
actuar como CPA y sus titubs de Acs anti-VFA. 
Figura 18 Cinhica de la Praentacibn AntigCnica en animales vacunados con 0,5 
ugr de virus inactivo 
Tttulo ELISA (log 10) 
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Ratones Balblc presensibilizados fimon transferidos i.p. con 150 x lo6 CPA 
provenientes de animales inmunizados con 0,s ugr de VI en PBS 15 y 30 dias antes. A 
10s 9 d.p.t. se obtuvieron las muestras de plasma de 4 animales por grupo y se 
determinaron 10s Acs anti-VFA por ELISA. Cada punto corresponde al promedio de 4 
mediciones. 
Identificaci6n de las molkulas involucradas en el fendmeno de 
Presentacibn Antighnica 
Para comprender el mecanismo que gobierna la inducci6n de la respuesta inmune en 
10s animales receptores, se anah5 la interaccibn entre 10s esplenocitos provenientes de 
10s animales dadores y 10s de 10s receptores mediante el bloqueo de molhlas 
inmunorelevantes de la superiicie celular. 
Los Acs policlonales antigen0 especificos, asi como 10s AcM anti-CMH de clase 11 y 
contra T colaboradoraq eficientes en la inhibicibn de la aparici6n de la 
respuesta inmune, mientras que 10s Acs contra marcadores de las celulas B y T fberon 
incapaces de inhibir este fendmeno (figwra 19). 
Estos resultados demuestran que la inducci6n de Acs especificos es estrictamente 
dependiente del mecanismo de PA . 
Figura 19 Inhibicibn de la Presentaci6n Antigbnica con Acs especificos 
I I I I 1 
animal infectado 1 animal infectado 2 animal vac. OVA 1 animal vac. OVA 2 
I anti FMDV anti OVA k8 anti CMH II atti TH anti Thy 1.2 . anti B22O I 
Se utilizaron esplenocitos provenientes de animales infectados (90 d.p.i) con 10 x 104 
DIRL 50% o inmunizados con 10 ugr de OVA. Se realizaron cultivos de 10s esplenocitos 
en presencia o ausencia de AcM anti-CMH de clase 11; L3T4; B22O y Thy 1.2 y Acs 
policlonales anti-OVA y anti-VFA. Los Acs producidos in vitro heron medidos por 
ELISA. Los resultados corresponden a1 % de inhibicibn inducidos por 10s Acs 
bloqueantes definido como: 11 14 , - .  :.y?$;:- <: - . , 
% inhibicibn = [I- (Abs 490 de 10s sobrenadantes de linfocitos tratados IAbs 490 de 
10s sobrenadantes de linfocitos sin tratar)] x 100. 
Resultados 74 
In bibici6n in vivo 
Para corroborar 10s resultados obtenidos in vifro se realizb un ensayo de inhibicibn de 
la PA in vivo. Las caulas provenientes de animales infkctados k o n  pretratadas con el 
AcM anti-CMH de clase 11 antes de ser tranderidab a 10s receptores presensibilizados 
Este tratamiento fbe capaz de abolir la capacidad de inducir la respuesta secundaria, 
mientras que el mismo procedimiento realizado con un Ac no relacionado, no altero la 
PA. 
t [ I  l i  il! jl1'.: K.'m ;'::A 1 1  - 3 
Tabla 6 ' Inhibic16n de a Presentacibn Ant~~hca'con Acs anti-CMH clase I1 in vivo 
Se irradiaron y bloquearon con AcM anti-CMH clase I1 y con un Ac no relacionado 
10s esplenocitos provenientes de h a l e s  infectados (90 dias antes con 10 x 104 DLRL 
50%). A 10s 9 d.p.t. se midi6 por ELISA la presencia de Acs en 10s animales receptores 
Cada valor corresponde al promedio de 4 mediciones. 
IV.10 Efecto de A m  y PCM en la Presentacidn AntigCnica 
Conociendo la eficiencia de la AVR y del PCM en la inmunomodulacion de las 
vacunas anti-afkosa, resultaba de sumo inter& evaluar la influencia de estos 
inmunomoduladores en la induccion de CPA Las tres forrnulaciones (VI + AVR, VI + 
PCM y VI en el vehiculo oleoso) heron capaces de inducir una fberte respuesta humoral 
a 10s 45 d.p.v (figura 20 A), sorprendentemente, solamente 10s esplenocitos de animales 
infectados o inmunizados con VI + AVR presentaron epitopes capaces de inducir AcN 
(figura 20 B). 
Figura 20 A Titdo$ de Acs inducidos en 10s animales dadores infectados o 
inmunizados con mamas fonnuladas con diferentes inmunomoduladores I 
l 
a 10s 45 d.p.v. I 





infectado normal VI + PCM VI + AVR VI + PBS 
Ratones Balblc heron inmunizados con virus activo o con vacunas que contenian VI 
+ PCM, AVR o PBS. A 10s 45 d.p.v. muestras de plasma de 4 animales por grupo fberon 
tituladas por SN y por ELISA. Cada punto corresponde a1 promedio de 4 mediciones. 
Figura 20 B Detecci6n de CPA en animales infectados o inmunizados con vacunas 
formuladas con difkentes inmunomoduladores 
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Ratones Balblc presensibilizados redbieron i.p. 150 x lo6 CPA de animales 
inmunizados 45 dias antes con las distintas vacunas. A 10s 9 d.p.t se obtuvieron las 
muestras de plasma de 10s receptores y se determinb el ISN y 10s Acs anti-VFA por 
ELISA. Los numeros entre parbntesis corresponden a la cantidad de animales por grupo 
provenientes de al menos 2 experirnentos independientes. 
Habilidad como CPA de las c6lulas B provenientes de animales 
vacunados 
Sabiendo que las cblulas B en animales M d o s  son las responsables de la inducci6n 
de Acs en 10s receptores nonnales y que las dlulas B irradiadas de animales infectados 
son capaces de presentar al antigeno, se decidi6 evaluar la capacidad presentadora de 10s 
linfocitos B de animales inmunizados con las vacunas formuladas con 10s distintos 
inmunomoduladores. 
Las CPA (B) de 10s animales vacunados heron capaces de inducir una respuesta de 
Acs anti-VFA (figura 21). 
anirnales que heron inrnunizados con vacunas formuladas con d i i t o s  
inmunomoduladores. 
. . 
Titulo ELISA (log 10) 
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Ratones Balblc fberon vacunados con VI + AVR, VI + PCM y VI en vehiculo oleoso 
y entre 10s 45 y 60 d.p.v 150 x 106 CPA o 90 x 106 CPA @) fberon transferidas a 
receptores presensibiizados. A 10s 9 d.p.t se obtuvieron las muestras de plasma de 10s 
receptores y se midieron 10s Acs anti-VFA. Los niuneros entre pardntesis corresponden a 
la cantidad de anirnales por grupo provenientes de al menos 2 experimentos 
independientes. 
Influencia del antigen0 circulante en la Presentaci6n 
Antigknica en animales inrnunizados con vacunas 
inmunomoduladas 
El papel del Ag circulate en la induooibn de las CPA se determino mediante la 
utilizacibn de un modelo de doble tderencia  de dlulas (figura 22). La primera 
transferencia a receptores normales (previa a la medicibn de las CPA) permiti6 
desvincularse del Ag circulante del ddor. La segunda transferencia (a receptores 
presensibilizados) correspondi6 a la evaluacibn de la capacidad de presentar el Ag de 10s 
receptores de la primera transferencia. r i  llj 1Las tres vacunas produjeron una buena respuesta humor anti-aftosa cuando heron 
inoculadas en 10s animales que sirvieron de dadores en la prueba (figura 23). Sin 
embargo, la respuesta humoral inducida en 10s - .  receptores normales, que recibieron 10s 
esplenocitos de dadores infectados o i~nunizados con las distintas vacunas antiaftosa, 
vari6 sedn el inmunomodulador utilizado. Ad, 10s receptores normales que recibieron 
10s esplenocitos de animales infectados o vacunados con la vacuna formulada con AVR, 
heron capaces de inducir Acs detectables por ELISA y SN rnientras que 10s esplenocitos 
provenientes de las otras dos formulaciones solo heron capaces de inducir Acs 
detectables por ELISA (Tabla 8). 
Las caracteristicas de la respuesta inducida por las CPA presentes en 10s receptores 
normales (figura 24) h e  semejante a la observada cuando se evalu6 la capacidad de CPA 
en 10s animales dadores vacunados con las diferentes formulaciones (donde existe 
antigeno circulante) (figura 18B) demostrando que el antigeno circulante no es el 
responsable diiecto del mantenimiento de la presencia de las CPA . 
Figura 22 Esquema de transferencia celular para evaluar el papel del antigen0 
circulante en la PA 
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Figura 23 Titulos de 10s anides dadores inmunizados con las distintas vacunas 
VI + PCM VI+AVR 
T 
7 
4 - -  4 
- 
-.- EusA 
- 1 8 ~  






- ISN EUSA 
- ISN 
I 
45 135 I 
dp.t 45 135 d.p.t 
PBS 
4 - 
3 - -  
-m EWA 








.I// Ratones B&c fueron ihunizados con vacunas inmunomoduladas con PCM, AVR o 
sin inmunomodulador. A 10s 45 y 13 5 d.p.v muestras de plasma de 4 animales por gmpo 
fberon tituladas por SN y ELISA para Acs anti-VFA. Cada punto corresponde al 
promedio de 4 mediciones. El DS fbe siempre inferior a 0,45 para 10s ensayos de SN, 
mientras que para 10s ensayos de ELISA el DS fbeGsiempre inferior a 0,35. 
Tabla 7 Acs inducidos en 10s animales receptores normales 
Ratones Balblc fberon inmunizados con diferentes fonnulaciones de vacunas anti- 
VFA. A 10s 135 d.p.i (figura 23) 200 x 106 de esplenocitos provenientes de 10s animales 
inmunizados fberon transferidos a animales receptores normales. A 10s 90 d.p.t se 
obtuvieron muestras de plasma de 3 animales por grupo. En la tabla se presenta la media 
de 10s AcN y Acs anti-VFA inducidos en 10s animales receptores. 
F l  
Figura 24 Detwi6n de CPA provenientes de 10s animales receptores normales en 
10s cuales no hay antigen0 circulante. 
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Ratones Bdblc presensibilizados recibieron i.p. 150 x lo6 CPA provenientes de 
anirnales receptores que habian recibido previamente (90 dias) esplenocitos de animales 
infectados o inrnunizados con vacunas anti &osa inmunomoduladas (tabla 7). A 10s 9 
d.p.t se obtuvieron las muestras de plasma de 3 animales por grupo y se determinaron 10s 
Acs anti-VFA. 
La secuencia 135-160 de VP1 es presentada eficientemente en 
animdes infectados o inrnunizados con distintos 
inmunomoduladores 
La regi6n 130-1 60 de VP 1 del VFA 01 Campos ha sido descripta como altarnente 
inrnunogdnica en el VFA (Zamorano, et. al., 1995), con el fin de conocer si esta 
secuencia era presentada por las CPA de animales infectados o vacunados, se analizi, la 
presencia de Acs anti 135-160 inducidos por las CPA en 10s receptores vacunados y 
negativizados. Los resultados demostraron que se indujeron Acs que reconocen 
especificamente a la secuencia 135-160 de W 1 de 01C en- 10s animdes receptores 
(Tabla 8). 
Tabla 8 Niveles de Acs anti 135-160 de VP 1 inducidos en 10s ensayos de PA 
VI + PCM 1,73 0,28 
VI+AVR e s p l ~ o s  totales 2,20 0,34 
VI espkoicitos totales 1,70 0,17 
VA espkudos totales 2,lO 0,30 
Cel. B VI + PCM LmfoCitos B 2,20 0,17 
Cel. B VI + AVR L i e s  B 2,20 0,17 
Cel. B de infectados. Linfocitos B 2,OO 0,17 
0,5 ugr VFA ---------- 0,40 0,17 
r 
Ratones Balblc presensibilizados recibieron i.p. 150 x lo6 CPA de animales 
vacunados 45 dias antes con 10s distintos inmunomoduladores. A 10s 9 d.p.t se 
obtuvieron las muestras de plasma de 10s receptores y se determinaron 10s totales anti- 
135-160 de VP1 de 01C. 
Debido al detallado conocimiento de la estructura epitopica del P1 se u t M  este 
pdptido para analizar el efecto de 10s dos inmunomoduladores sobre un posible fenbmeno 
de procesamiento diferencial de las distintas porciones de la secuencia 13 5- 160. 
Los resultados demostraron que, segrin el inmunomodulador utilizado, se indujeron 
Acs que reconocen diferencdmente distintas porciones de la secuencia 135-160 de VP 1 
de 01C en 10s animales receptores (figura 25). 
Figura 25 Niveles de Acs dirigidos contra diferentes segmentos del pdptido 
1 3 5- 1 60 de VP 1 inducidos en 10s ensayos de PA. 
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Ratones Balblc presensibilizados recibieron i.p. 150 x lo6 CPA de animales 
vacunados 45 dias antes con VI en presencia de 10s distintos inrnunomoduladores. A 10s 
9 d.p.t se determino su reactividad contra 10s peptidos PI, P2, P3,P4 y P5 mediante la 
thnica de ELISA. 
Evaluaci6n de la capacidad inmunogbnica del pCptido 135-160 
Transferencia de esplenocitos de animales inmunizados con el 
pCptido 135- 160 a receptores normales 
Con el fin de conocer si 10s esplenocitos de 10s animales vacunados con la secuencia 
135-160 de VPl eran capaces de inducir una respuesta en 10s receptores nonnales, 200 x 
lo6 celulas de bazo de animales inmunizados 90 dias antes con 5, 10, 25 o 50 ugr del 
peptido correspondiente a la secuencia 135-160 de VPl heron transferidos a receptores 
normales. 
A pesar que con las mayores dosis (25 y 50 ug) h e  posible detectar Acs anti-VFA por 
ELISA (figura 26) solo se logro inducir AcN en aquellos receptores que recibieron 
esplenocitos provenientes de dadores hiperinmunizados (3 dosis de 50 ug) (figura 27). 
Figura 26 .r'ransferencia de esplenocitos de animales vacunados con distintas 
concentraciones del pbptido (1 3 5- 1 60 de VP 1) a receptores normales 
Titulo ELISA (log 10 
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Ratones Balb/c virgenes recibieron i.p. 200 x lo6 esplenocitos de animales vacunados 
con distintas concentraciones del pbptido correspondiente a la secuencia 135-160 de 
VP1. A 10s 30 d.p.t se obtuvieron muestras de plasma de 3 animales por grupo y se 
determino el ISN y 10s Acs anti-VFA por ELISA 
Figura 27 Transferencia de esplenocitos de anirnales hiperinrnunizados con 3 
dosis de 50 ugr del phptido (135-160 de VPl) a receptores normales 
Ratones BalWc virgenes recibieron i.p. 200 x 106 esplenocitos de animales 
inmunizados 3 veces con 50 ugr del p6ptido correspondiente a la secuencia 135-160 de 
VPl. A distintos tiempos post-transferencia se obtuvieron muestras de plasma de 3 
animales por grupo y se determin6 el ISN y 10s Acs anti-VFA por ELISA 
Determinaci6n de CPA en animales inmunizados con el pkptido 135- 
160 
Conociendo que 10s esplenocitos de 10s d a l e s  inmunizados con 135-160 eran 
capaces de inducir una respuesta en 10s receptores normales se propuso evaluar la 
capacidad de 10s esplenocitos de estos animales de actuar como CPA. 
Los esplenocitos de animales inmuMos con al secuencia 135- 160 de VP 1 fberon 
muy eficientes en la inducci6n de Acs anti-VFA en 10s receptores presensibilizados 
rnientras que 10s esplenocitos de 10s anirnales vacunados con una proteina no relacionada 
(OVA), utilizada como control fallaron en la induccibn(figura 28). 
Figura 28 Detection de CPA especificas en animales inmunizados con el pbptido 
135-160 
L 
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Ratones Balblc presensibilizados con VFA recibieron i.p. 150 x lo6 CPA de animales 
inmunizados con 3 dosis de 50 ugr del p+tido correspondiente a la secuencia 135-160 
de VPl o con 3 dosis de 50 ugr de OVA en AIF. A 10s 9 d.p.t. se obtuvieron las 
muestras de plasma de 3 animales por gmpo y se determino el ISN y 10s Acs totales anti- 
I - .  
DISCUSION 
VI DISCUSION 
La FA es un serio problema sanitaria que afecta a las especies biunguladas 
provocando severas consecuencias econbmicas (Cottral et al., 1975). La vacunacibn es el 
principal medio de control de la enfermedad, sin embargo, las vacunas formuladas con 
virus inactivo inducen respuestas de AcN de corta duracion (Morgan et al., 1988; Doel, 
1985; Brown, 1980) siendo necesario la revacunacibn peribdica. Por el contrario 10s 
animales que sueen una infeccion desarrollan un estado inmunitario de larga duracibn 
caracterizado por altos niveles de AcN que resultan protectores contra la reinfewion con 
el serotipo homblogo (Beristein, et. al., 1993; Piatti et. al., 1991; Lopez, et. al., 1990; 
Cunliffe, 1964). Aunque este fenbmeno es wnocido desde hace tiempo, las bases 
inmunologicas responsables de la prolongada inmunidad inducida luego de la infeccion se 
encuentran aun sin dilucidar. 
Con la intencion de comprender la causa de la respuesta inmune hurnoral al VFA, la 
primera parte de este trabajo de tesis estuvo dirigida a aclarar si el mantenirniento de 10s 
niveles de AcN puede ser explicado por un fenbmeno de infeccion persistente del 
individuo convalesciente (presentando un mode10 de "tipo portador"), o mediante un 
fenbmeno de persistencia antigenica, sin la presencia de particulas infecciosas 
(persistencia del antigeno mediada por celulas presentadoras de antigeno-CPA). La 
segunda parte del trabajo de tesis h e  dirigida a estudiar 10s mecanismos de awion de dos 
efectivos inmunomoduladores (Avridie -AVR- y la pared de Mycobacterium -PCM) 
ambos inductores de una prolongada respuesta humoral cuando son administradas en 
vacunas con virus inactivado. 
El fenbmeno de la infeccibn persistente en bovinos que sufien una infeccibn con virus 
&oso se produce en un bajo porcentaje de individuos 10s cuales quedan cronicamente 
infectados (portadores) (Suthmoller et. al., 1966; Gebauer et. al., 1984; Sadir et. al., 
1988). Sin embargo, no ha sido posible hallar diferencias significativas en cuanto a1 
estado inmunitario inducido por la infeccibn entre bovinos que eliminaron completamente 
la inkcion y aquellos que quedaron en estado de "portador" (Sadir et. al. 1988). 
En relacibn a la existencia del fenbmeno de persistencia antigenica durante 
prolongados periodos de tiempo, especialmente en el caso de antigenos inertes, la 
constante presencia de determinantes antigbnicos sobre CPA ha sido previamente 
reportada (Klaus et. al., 1986). 
De hecho, varios autores han propuesto que la presencia de una respuesta inmune 
continua o de larga duracibn debe, indefdblemente, estar ligada a la presencia de 
antigeno dentro del sistema (Gray et. al. 1988, Felbush 1973, Asconas et. al. 1972). Sin 
embargo, esta posicibn se encuentra aim bajo controversia ya que ensayos de 
transferencia adoptiva de dlulas inmunocompetentes han demostrando que las celulas B, 
especificas para el antigen0 en cuestibn, pueden persistir en el nuevo huesped por d s  de 
7 meses sin necesidad de reestimulacibn antighica (Sprent et. al. 1991, Schittek et. al. 
1990, Udhayakumar et. al. 1988). 
. . 
La infaion experimental en ratbn adulto genera una continua e intensa respuesta de 
AcN tal como sucede en el huesped natural (Sadir et. al., 1988). Esta prolongada sintesis 
de Acs anti-VFA hace del modelo murino un excelente sistema para el estudio de 10s 
mecanismos involucrados en una prolongada respuesta humoral. Adicionalmente, este 
modelo presenta un interesante paralelismo con la respuesta inmune inducida en el 
hospedador natural (Zarnorano, et. al, 1995, Berinstein et. al., 1993, Piatti et. al. 1991, 
Lopez et. al. 1990, Borca et. al. 1986, Fernandez et. al. 1986). Estas caracteristicas le 
confieren al modelo la virtud de ser un posible medio para estudiar y predecir la 
respuesta que se desarrollarb en 10s huhspedes naturalmente susceptibles. A esto habria 
que afiadii que 10s plazos para la obtencibn de resultados son sensiblemente mas cortos 
que con otras especies y que existe un amplisimo conocimiento acerca del sistema 
inmune de estos animales por lo que se facilita la diagramacion experimental a diferencia 
de lo que sucede en el huesped natural 
La observacibn experimental de que es posible la transferencia de la prolongada 
respuesta de AcN de un dador convaleciente a un receptor normal, sin la necesidad de un 
reestirnulaci6n antigenica del receptor (figura 4 y 5), abrio la posibilidad de utilizar este 
modelo para el estudio de 1- bases celulares involucradas en el establecimiento de una 
prolongada respuesta inmune humoral 
Una m h  detallada caracterizacibn del fedmeno fie realizada mediante una serie de 
experimentos desarrollados in viw donde se utiliion receptores normales o 
inrnunosuprimidos mediante irradiacibn. Estos experimentos permitieron definir que 10s 
linfocitos B, a diferencia de 10s linfocitos T, son suficientes para la induccibn del 
fenbmeno independientemente del sistema inrnune del animal receptor, y que existe una 
correlacion entre la respuesta humoral inducida en 10s ratones receptores y 10s titulos de 
Acs de 10s animales dadores (8 B y 6 A). 
El primer factor que fbe considerado como causal de la prolongada respuesta inmune 
inducida por la infection fbe la posible presencia de una infecci6n persistente en 10s 
ratones i n f W o s  experimentalrnente. Con respecto a este punto es importante enfatizar 
que 10s ensayos de transferencia utilizados en este trabajo permitieron acotar el sistema a 
10s esplenocitos transferidos, debido a que estas dlulas resultaron suficientes para 
inducir una prolongada respuesta humoral en 10s animales receptores normales (Tabla 1). 
A su vez, la hipbtesis de la existencia de una infeccibn persistente h e  tarnbien 
descartada mediante la utilization de varios mdtodos, en especial la falta de deteccibn del 
genoma utilizando un ensayo de PCR cuya sensibilidad es de l o 3  DLRL 50%.(Tabla 3 
A y B). Adem& el que haya sido posible obteda. resdtados similares a travh de la 
inmunizacibn de 10s animales dadores con antigenos inertes corroborb que la replicacibn 
viral definitivamente no es una condicibn indispensable para que se induzca una 
prolongada respuesta humoral (figura 6B). 
La presencia de niveles significativos de Acs recidn detectados a partir de 10s 15 d.p.t. 
en 10s receptores normales (que recibieron esplenocitos provenientes de dadores 
infectados), mtis la prolongada duracibn de la respuesta humoral inducida post- 
transferencia (figura 5) asi como la inhibicibn de la produccibn de Acs como resultado de 
la irradiacibn de las dlulas dadoras (figura 9),. sugieren que las cdulas plasmaticas 
transferidas no participan en la produccibn de Acs en 10s animales receptores. 
Habiendose descartado que la prolongada respuesta humoral inducida por 10s 
esplenocitos de dadores infectados en 10s receptores normales se debia a una infection 
persistente o a la transferencia de dlulas plasmtiticas, se decidi6 estudiar el papel de la 
presencia del antigeno procesado en la superficie de las CPA en la induccibn y 
mantenimiento de la respuesta inmune. 
El estudio de la presentacibn antigdnica (PA) como mecanismo implicado en el 
establecimiento de una prolongada respuesta humoral h e  desarrollado utilizando un 
modelo in vivo, capaz de detectar la presencia de CPA (figura 14). 
BLicamente, se intentaron dos estrategias para la deteccibn de estas cklulas: (i) 
Inducir una respuesta humoral primaria mediante la transferencia de CPA (provenientes 
de animales infectados) a animales receptores normales. (ii) Inducir una respuesta 
humoral secundaria a partir de la transferencia de CPA a animales receptores 
presensibilizados (vacunados y negativizados) al antigeno. 
Para evitar que las dlulas de 10s animales donantes reaccionen produciendo Acs anti- 
VFA (que se confbnda con la respuesta inducida en 10s animales receptores), 10s 
esplenocitos de animales dadores heron inmunosuprimidos mediante fijacibn con 
glutaraldehido (GA) o por irradiacion. 
El rendimiento de CPA obtenido a partir de 10s animales irradiados h e  muy bajo 
debido a que 10s linfocitos resultaron ser muy labiles durante el prodeso de manipulacibn. 
Es por ello que para disminuir el niunero de &ales dadores (aumentar el numero de 
CPA obtenidas por animal dador), se decidib proceder a irradiar 10s esplenocitos irz vitro, 
lo que logr6 disminuir el nhrnero de anirnales dadores entre la mitad y la tercera parte. 
Las CPA obtenidas a partir de cualquiera de las dos metodologia (fijacion con GA o 
irradiacibn de 10s linfocitos) heron incapaces de inducir ma  respuesta primaria en 
receptores normales. La falta de respuesta parece que es debida a un problema de 
sensibilidad del sistema y no a la ausencia de CPA ya que cuando las mismas CPA fberon 
transferidas a animales presensibilizados se obtuvo una consistente respuesta secundaria 
(tabla 4). 
Adicionalrnente, se observ6 que las CPA obtenidas mediante el tratamiento con GA 
resultaron ser menos eficientes en su capacidad de presentar el antigeno que las CPA 
obtenidas por irradiacion (tabla 4). Es posible que la diferencia entre ambas tkcnicas 
pueda deberse a una disminucion cuali o cuantitativa en 10s epitopes presentados por las 
CPA obtenidas por fijacion con GA debido a 10s pequefios acGmulos de ailulas que se 
forman cuando las celulas son fijadas, o a pequem alteraciones que el tratamiento con 
GA pueda producir en la membrana celular del esplenocito. 
En resumen, la metodologia desarrollada permitio la deteccibn fincional de CPA 
especificas para el virus aftoso en anirnales que habian sido experimentalmente 
infectados. 
I Ill 
Dos datos experimentales merecen ser destacados. (i) Las cklulas B son suficientes 
para la production del fenbmeno (figura 16B). (ii) Las CPA fberon capaces de 
permanecen en el animal dador por lo menos 365 dias despues de la infeccion (figura 15 
B). 
El hecho que CPA provenientes de ratones infectados Nu/+ hayan sido incapaces de 
inducir ma respuesta en receptores presencibilizados Numu (carecen de celulas T) 
demostro que para la induccion de la respuesta es critica la interaccion entre las CPA y 
las dulas T. Ademas, la presencia de CPA epecificas en 10s ratones Nu/Nu infectados 
permitio demostrar que las ck1ulas T no son necesarias para la induccion de las CPA. 
(tabla 5) 
La comprobacion de que el fenomeno descripto es defbitivamente dependiente de 10s 
clhsicos mecanismos de presentacibn antigenica h e  realizada mediante ensayos in vitro 
de inhibicion de la produccion de Acs. Para ello, sueros especificos contra la particula 
viral, o AcM contra antigenos linfocitarios de membrana fberon utilizados como 
bloqueantes de la induccion de anticuerpos especificos. Mediante esta metodologia fie 
posible demostrar que el CMH de clase 11, el antigeno L3T4 (especifico de 10s linfocitos 
T colaboradores), asi como 10s epitopes virales eran criticos en la induccion de la 
respuesta. Sin embargo, AcM contra antigenos especificos para linfocitos T (Thy 1.2) o 
B (B220) resultaron irrelevantes en la inhibition de este fenbmeno demostrando la 
especificidad de las molhlas involucradas en la induccion de la respuesta humoral 
(figura 19). 
Corroborando estos resultados in vitro, ensayos de bloqueo realizados in vivo, 
utilizando el AcM anti clase 11, tambibn inhibieron el fenbmeno de PA (tabla 6). 
La utilizacibn de vacunas formuladas con virus inactivo permitib obtener animales que 
poseian distintos titulos de Acs ya sea por haber sido inmunizados con diferentes masas 
antigknicas o por el tiempo post inmunizaci6n en el cud se encontraban. La utilization de 
estos animales como dadores en 10s ensayos de PA permiti6 establecer la presencia de 
una correlaci6n entre la actividad de las CPA en 10s animales dadores y 10s niveles de 
Acs circulantes (figuras 17 y 1 8). 
La inhibiciiin de la PA lin vitro, 10s ensayos de inhibicibn de la PA in vivo y el 
establecimiento de una corrklaci6n entre la capacidad de presentar el Ag y el titulo de 
Acs del animal dador (figwa 17 y 18) indican que, en el modelo utilizado, la presencia de 
CPA es el mecanismo que media la prolongada respuesta humoral anti-VFA que se 
observa en animales que heron infectados. 
Adicionalmente, 10s experimentos de doble transferencia (esplenocitos de animales 
receptores de celulas provenientes de un dador infectado heron re-transferidos a un 
nuevo grupo de receptores normales) demostraron que el fenomeno es inducido por un 
ntimero limitado de CPA especificas para el VFA, ya que solo h e  posible detectar CPA 
en el primer grupo de receptores normales (figura 24), no asi en el segundo, en el que, se 
estima, el numero de CPA recibidas posiblemente no h e  suficiente para la induction de 
la respuesta (datos no presentados). 
H ' 
Una buena vacuna anti-VFA debe ser capaz de generar una herte respuesta humoral y 
de mantener la poblaci6n de linfocitos especificos de memoria para que sea posible 
producir una rapida respuesta protectora en el momento de la invasion del virus. En la 
proteccibn contra agentes virales 10s niveles de Acs circulantes, asi como la clase 
apropiada de estos, poseen una importancia critica. 
En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio se habia observado una repuesta 
humoral aumentada en 10s animales vacunados con formulaciones oleosas 
inmunomoduladas con AVR o PCM en relacion a aquellos inmunizados con la emulsion 
oleosa convencional (Berinstein et al., 1993). Dado que el nivel y duraci6n de la 
respuesta inmune al VFA estk ligado a la presencia de CPA en esta parte del trabajo de 
tesis se focalii en el estudio del fen6meno de presentacibn antigbnica como el posible 
mecanismo de acci6n de estos inrnunoestimulantes. 
La estrategia utilizada para el estudio de 10s mecanismos de acci6n de estos 
adyuvantes fUe semejante a la empleada para comprender 10s mecanismos involucrados 
en la prolonga respuesta humoral inducida por la infecci6n. Brevemente, (i) se 
caracteriz6 la o las poblaciones celulares involucradas en la respuesta, (ii) se evaluo la 
capacidad de las distintas vacunas en inducir &lulas de memoria, (iii) se estudio la 
capacidad de las distintas formulaciones en inducir eficientemente CPA, y (iv) se 
determino si la presencia de mtigeno circulante era importante en el mantenimiento de la 
respuesta. 
Es muy importante destacar que las 3 vacunas utilizadas fberon capaces de inducir 
altos niveles de AcN cuando fberon aplicadas en 10s animkes que actuarian como futuros 
dadores (figura 23). La transferencia de esplenocitos de animales inmunizados con la 
vacuna inmunomodulada con AVR fbe capaz de inducir AcN en 10s ratones receptores 
normales al igual que ocwriera con 10s esplenocitos provenientes de 10s animales 
infectados; mientras que, sorpresivamente, 10s receptores de esplenocitos de animales 
inmunizados con la vacuna inmunomodulada con PCM o la vacuna control (sin 
inmunomodulador), solo produjeron Acs detectables por la tknica ELISA (figura 7A y 
7B), marcando una diierencia entre 10s mecanismos de acci6n entre las diferentes 
formulaciones. 
Sabiendo que el primer eslabon en la induccion de la respuesta inmune humoral es la 
presentacion del antigeno y conociendo que, la presencia de CPA es el mecanismo que 
media la prolongada respuesta humoral anti-VFA en 10s animales infectados, se analii la 
capacidad de inducir CPA en 10s animales inmunizados con cada una de las diferentes 
formulaciones y si, la presencia del antigeno soluble, era necesaria para que las CPA 
puedan perpetuarse por largos periodos de tiempo 
Los ensayos realizados demostraron que las CPA que provenian de animales 
infectados asi como las obtenidas de ratones que keron inmunizados con las diferentes 
formulaciones fieron capaces de inducir Acs detectables por ELISA. 
La utilizaci6n del ensayo de doble transferencia (figura 22) demostro que la presencia 
de Ag circulante en el a n i d  dador no es necesaria para el mantenimiento de las CPA 
(figura 24). Estos resultados son coincidentes con la continua presencia de CPA en 10s 
animales infectados (hasta 10s 365 dias post-infecciiin) en 10s cuales, como fbe discutido 
anteriormente, no es posible encontrar antigeno viral ni particulas infecciosas. 
Sin embargo, al igual que lo observado en la transferencia a receptores normales 
(figuras 7A y 7B), solamente 10s esplenocitos de animales infectados o inmunizados con 
la vacuna inmunomodulada con AVR indujeron Acs de tipo neutralizante en 10s ratones 
receptores presensibilizados (figura 20 B). Se podria esbozar, al menos, dos diferentes 
hip6tesis para explicar este fenomeno. Una seria que, dependiendo del inmunomodulador 
utilizado, existiese una presentacion diferencial del tipo de epitopes presentados. 
Alternativamente, el fenomeno podria deberse a una diferencia puramente de tipo 
cuantitativa en la cantidad de epitopes presentados 
Para comenzar a dilucidar entre ambas posibilidades se utilizb un sistema de PA 
donde el antigeno a ser considerado es mucho m8s simple en tbrminos de cantidad de 
determinantes antigknicos. 
Trabajos previos realizados en nuestro laborato~o, sobre el mapeo de epitopes B y T 
de un pbptido sintetico conteniendo la secuencia arninoacidica entre 10s residuos 1 3 5- 160 
(PI) de la proteina VPl del VFA 0 1  Campos, demostraron que P1 posee solo tres 
epitopes B y dos epitopes T (Zamorano, et. al., 1995). Sin embargo, 10s Acs anti P1 
heron suficientes para proterger a 10s animales contra el desafio con el virus homologo. 
En tbrminos generales, es de destacar que al igual que con el virus inactivado, la 
capacidad de inducir Acs en 10s animales receptores normales correlaciono con el titulo 
observado en 10s animales dadores, siendo la intensidad del fenomeno dependiente de la 
masa de antigeno utilizado. Mi 10s esplenocitos extraidos de 10s animales inmunizados 
con dosis crecientes de P1 indujeron respuestas correlativarnente incrementadas de Acs 
detectables primero, por ELISA y, posteriormente, por SN. Adicionalrnente, dlulas de 
dadores hiperirnunizados heron capaces de inducir una vigorosa respuesta de Ac 
detectables por ambas tknicas tanto en recqtores normales (hasta 180 d.p.t, tiempo que 
durb la experiencia -figura 27), asi como en receptores presensibilizados. Estos 
resultados apuntalan la hip6tesis que sostiene que las diferencias entre la induccion de 
anticuerpos neutralizantes y aquellos detectados solamente por ELISA puede ser 
meramente debida a la masa antigknica presentada. 
Posteriormente, se analiz6 el efecto de 10s dos inmunomoduladores en un posible 
procesamiento diferencial de las distintas porciones de la secuencia 135-160. Los 
resultados demostraron que, en efecto, estas diferencias existen, ya que 10s patrones de 
reactividad demostrados por 10s sueros de 10s animales infectados e inmunizados con 
AVR resultaron sirnilares y cualitativamente diferentes a aquellos presentados por 10s 
sueros de 10s animales inmunizados con PCM o el vehiculo oleoso per se (figura 25). 
Esto sustentaria que, adicionalrnente a un fbnomeno de tipo cuantitativo, tambikn existe 
un factor cualitativo como explicaci6n a las diferencias encontradas en la respuesta 
humoral inducida en 10s animales r q t o r e s  de dlulas proveniente de dadores 
inmunizados con diferentes inmunomoduladores 
La estrecha correlaci6n entre la presencia y actividad de las CPA especificas para VFA, y 
10s titulos de Acs observados en 10s animales que fberon estimulados antigenicamente de 
la forma mas diversa con (infectados experimentalmente o inmunizados con virus 
inactivo bajo muy diferentes condiciones), poderosarnente sugiere que el mecanismo 
involucrado en el mantenimiento de la respuesta inmune es la presencia de CPA 
reestirnulando en forma pennanente la produccion de Acs anti-VFA. Estos resultados 
son de importancia para el disefio y desarrollo de nuevas vacunas en las cuales se deberia 
principalmente focalizar la atenci6n en metodologias que estimulen la induction y un 
eficeu, mantenimiento de CPA especificas para VFA en 10s individuos vacunados. 
CONCLUSIONES 
VI CONCLUSIONES 
1 - Se desarroll6 una metodologia que permite la deteccibn funcional de CPA. 
2 - Se encontraron CPA tanto en animales infectados como en animales 
vacunados con virus inactivo. 
3 - Las c&ulas B de animales infectados o vacunados resultan suficientes para 
presentar el Ag eficientemente 
/I ' 
4 - La existencia de una respuesta activa de Acs anti-VFA correlaciona 
fuertemente con la presencia de cCIulas presentadoras de Ag. 
5 - La puesta a punto de esta metodologia puede ser utilizada para establecer 
10s mecanismos de acci6n de distintos inmunomoduladores. 
6 - Los animales inmunizados con la vacuna que posee AVR se comportan en 
las pruebas de PA de igual manera que 10s animales infectados 
7 - Las CPA se pueden mantener activas independientemente de la presencia de 
antigen0 circulante. 
Se propone que la presencia de CPA es el mecanismo que media la prolongada 
respuesta humoral anti-VFA que se observa en animales que fueron infectados o 
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